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ATCC American Type Culture Collection 
Boc terc-butiloxikarbonil 
BCA Bicinchoninic acid (bicinkoninsav) 
Bzl Benzil 
CPP Cell Penetrating Peptide (sejtpenetráló peptid) 









Dox Doxorubicin (adriamicin) 
DTT 1,4-Ditio-DL-treitol 
EDT 1,2-etánditiol 
EGF Epidermal Growth Factor (epidermális növekedési faktor) 
ErbB2 (HER-2) Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (humán epidermális 
növekedési faktor receptor 2) 
ESI-MS Electrospray Ionization Mass Spectrometry (elektrospray ionizációs 
tömegspektrometria) 
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter (áramlási citométer) 
FCS Fetal Calf Serum (magzati borjú szérum) 
Fmoc 9-fluorenilmetoxikarbonil 
FSH Follikulus Stimuláló Hormon 
FT-ICR analizátor Fourier Transformation Ion Cyclotron Resonance (Fourier 
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transzformációs ion-ciklotron rezonancia) analizátor 
GARFT Glicinamid Ribonukleotid Formiltranszferáz 
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HOBt 1-hidroxibenztriazol 
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IC50 Inhibitory Concentration 50 (inhibitor koncentráció 50) 
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IPG Immobilized pH Gradient (immobilizált pH gradiens) 
IPR I-peptid receptor 
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NMP N-metilpirrolidon 
NSCLC Non-small Cell Lung Carcinoma (nem-kissejtes tüd rák) 
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PMF Peptide Mass Fingerprint 
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fázisú nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia) 
Rt Retention time (retenciós id ) 
SDS Sodium-dodecylsulfate (nátrium-dodecilszulfát) 
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A tumoros megbetegedések a WHO statisztikája szerint világszerte a vezet  halálokok 
között szerepelnek; 2008-ban a daganatos betegségekkel összefügg  halálesetek száma 7,6 
millió volt.1 Férfiak között a tüd rák, n k között pedig az eml rák szerepel a tumoros 
megbetegedésekkel összefügg  halálozási statisztikák élén.2 A daganatos megbetegedések 
kezelésére számos módszer létezik: radioterápia, immunterápia, kemoterápia, sebészeti 
beavatkozás, illetve ezek kombinációja. A kemoterápiát nemcsak önálló kezelési módként 
alkalmazzák, hanem kiegészít  terápiaként is, például sebészeti eljárást követ en, hogy az 
esetleges áttéteket is eliminálni tudják a szervezetb l. Ma már számos tumorellenes hatású 
anyagot ismerünk, ezek közül doktori munkám során két klinikai használatban lév  
kemoterápiás szerrel foglalkoztam: a daunomicinnel (Dau) és a pemetrexeddel (Pem). 
A daunomicin egy antraciklin típusú antibiotikum, amely egyike a leghatékonyabb 
kemoterápiás szereknek; els sorban leukémiák gyógyítására használják.3 A pemetrexed az 
antimetabolitok családjába tartozó vegyület, amelyet f leg nem-kissejtes tüd rák és 
mezotelióma esetén használnak a klinikumban.4 A két hatóanyag közül egyik sem szelektív; 
hatásukat nem csupán tumorsejteken, hanem egészséges sejteken is kifejtik. Ennek 
következtében mindkét vegyületnek számos mellékhatása van. 
A korábbi tapasztalatok azt mutatják, hogy a tumorellenes szerek szelektivitása növelhet  
és így a mellékhatások súlyossága csökkenthet , ha a hatóanyagot valamilyen peptid 
hordozóhoz kapcsoljuk. Ez a szelektivitásnövekedés többféleképpen is elérhet . Bizonyos 
peptidek olyan receptorhoz köt dnek, amelyek a tumorsejtek felszínén fokozottan 
expresszálódnak és így a kemoterápiás szert tartalmazó konjugátum nagyobb mértékben 
juthat be a daganatos sejtekbe. Ennek egyik példája a gonadotropin-releasing hormon 
(GnRH), amely bizonyos tumorsejteken nagyobb mennyiségben expresszálódó receptorhoz 
köt dik. Dolgozatomban további két olyan peptid konjugátumai is szerepelnek, amelyek 
feltehet en szintén ilyen módon növelik a szelektivitást. Más peptidek azáltal módosíthatják a 
kemoterápiás szer szelektivitását, hogy a konjugátum más mechanizmussal jut be a sejtbe, 
mint a peptidet nem tartalmazó hatóanyag. Például az oligoargininnel konjugált hatóanyag 
nem diffúzióval, hanem valószín leg pinocitózis útján jut be a sejtbe és az egyes sejtek 
pinocitotikus aktivitása eltér . 
Munkám során a fentiek figyelembevételével terveztünk új daunomicin-, illetve 
pemetrexed-peptid konjugátumokat és tanulmányoztuk e vegyületek kémiai, valamint 
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sejtekbe történ  bejutását, illetve in vitro citosztatikus hatását. Kísérleteket folytattam továbbá 
annak megállapítására, hogy a vizsgálataimban leghatásosabbnak bizonyult daunomicin-
konjugátumok esetében változik-e a sejtek protein expressziós profilja a kezelés hatására és 
van-e különbség a konjugátumokkal, illetve a szabad hatóanyaggal történ  kezelést követ en 
a fehérje expressziós profilban. Doktori disszertációmban e konjugátumok vizsgálata során 




3 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
 
3.1 A tumoros megbetegedések jellemz i 
 
A tumor a szervezet megváltozott sejtjeinek progresszív, irreverzibilis burjánzásából 
származó szövetszaporulat. A daganatoknak két csoportját különböztethetjük meg: a jó- és a 
rosszindulatúakat. A két típus közti alapvet  különbség, hogy a jóindulatú daganatok 
rendelkeznek egy köt szövetes tokkal, így a sejtek gyorsabban osztódnak ugyan a 
szokásosnál, de ez az osztódás nem korlátlan és mivel van egy fizikai határ a tumor körül, 
ezért áttétképzés sem jellemz  a jóindulatú daganatokra. 
Ezzel szemben a rosszindulatú daganatok nem rendelkeznek köt szövetes burokkal, 
sejtjeik ezért eljuthatnak a szervezet számos más pontjára a keringési rendszeren keresztül, 
így áttét (metasztázis) alakulhat ki. 
A rosszindulatú daganatokat tovább csoportosíthatjuk eredetük alapján, így 
megkülönböztetünk többek között karcinómát (embrionális ekto- vagy endoderma eredet ), 
leukémiát (csontvel i ssejtek tumoros elváltozása), limfómát (limfoid szervekb l ered), 
melanómát (melanocita eredet ), szarkómát (köt szövet eredet ) és teratómát (mindhárom 
csíralemezb l tartalmaz sejteket). 
A tumorsejtre az alábbi tulajdonságok jellemz k: elkerüli az apoptózist, növekedési 
szignálokkal önellátó, növekedést gátló szignálokra nem reagál, serkenti az érképzést, 
korlátlan osztódóképességgel rendelkezik és metasztázist képez.5 Éppen ezért a molekuláris 
biológiai kutatások fókuszában daganatos betegségek esetén az angiogenezis, a sejtciklus 
szabályozása és a jelátviteli mechanizmusok állnak.4 
A daganatoknak több mint száz különböz  formája létezik. Az egyes szervekben 
kialakuló tumorok is eltér  tulajdonságokkal rendelkeznek, ezért feltehet en nem létezhet 
olyan tumorellenes szer, amely az összes típusú daganat gyógyításában hatásos lenne.5 
A különböz  típusú daganatos megbetegedéseket elhelyezkedésükt l, molekuláris 
biológiai tulajdonságaiktól függ en más-más módon próbálják kezelni. Ezek között szerepel 
többek között a tumor sebészeti úton történ  eltávolítása, sugárterápia, immunterápia, 
kemoterápia. A kezelések célja minden esetben az, hogy a daganatos szövetet maradéktalanul 
eltávolítsák a szervezetb l az egészséges szövetek, sejtek károsítása nélkül. 
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3.2 A tumoros megbetegedések egyik kezelési módja: a kemoterápia  
 
A kemoterápia tágabb értelemben véve valamilyen kórokozó vagy tumorsejt 
elpusztítása kémiai anyagokkal. Ilyen anyagok az antimikrobiális és a tumorellenes szerek is. 
Azonban manapság a kemoterápia elnevezés alatt általában a daganatos sejtek elpusztítását 
célzó terápiát értik. A kemoterápia során a tumorsejteket elpusztítják, vagy gátolják azok 
szaporodását. A rákellenes szerek túlnyomó többségére ezért a gyorsan szaporodó sejtek 
különösen érzékenyek. Mivel a tumorellenes szerek többnyire nem szelektívek, ezért a 
szervezetben el forduló többi gyorsan osztódó sejtre is kifejtik hatásukat (például a csontvel i 
ssejtekre), ezáltal nem kívánt mellékhatásokat váltanak ki. Az esetek egy részében jobb hatás 
érhet  el, ha több kemoterápiás szert egyszerre alkalmaznak. Ezt nevezik kombinált 
kemoterápiás kezelésnek. Akkor lehet igazán hatékony a kombinált kezelés, ha olyan 
hatóanyagokat alkalmaznak egy id ben, amelyek különböz  módon gátolják a sejtosztódást. 
(Például ha DNS-szintézis gátló és mitózist megakadályozó kemoterápiás szert alkalmaznak 
együtt.) Els sorban a vérképz  szervek daganatos megbetegedései (leukémiák, limfómák) 
esetén érhet  el jó eredmény csak kemoterápiás kezeléssel. A többi tumortípus esetén ezt a 
módszert kiegészít  kezelésként alkalmazzák sebészeti eljárást követ en vagy sugárterápiával 
kombinálják. 
A kemoterápiás szereket hatásuk módja szerint több csoportra oszthatjuk, ezek közül 
néhány: alkilez szerek, antimetabolitok, topoizomeráz gátlók. 
Az alkilez szerek biológiai hatás szempontjából fontos molekulák (DNS, RNS, 
fehérjék) amino-, karboxil-, szulfhidril- és foszfát csoportjaihoz kovalensen képesek 
kapcsolódni. Az alkilez szerek befolyásolják ugyan a sejtproliferációt, de nem specifikusak a 
sejtciklus egy adott fázisára. Ezek közé sorolhatók például a nitrogén mustárok és a platina 
származékok (pl. ciszplatin, karboplatin, oxaloplatin).6 
Az antimetabolitok csoportjába olyan metabolitok analógjai tartoznak, amelyek részt 
vesznek a DNS és RNS szintézisében. Az antimetabolitok úgy fejtik ki hatásukat, hogy 
helyettesítik a metabolitot, amely a DNS-hez vagy RNS-hez köt dne vagy versenyeznek a 
normál metabolitokkal a kulcsenzim regulátor-, illetve katalitikus helyéért. Az 
antimetabolitok általában a sejtciklus S fázisában a leghatékonyabbak és csak kis hatást 
fejtenek ki G0 fázisban lév  sejtekre, ezért azok ellen a tumorok ellen a leghatékonyabbak, 
amelyek rendkívül gyorsan osztódnak. Az antimetabolitokat tovább csoportosíthatjuk: folát 
analógok, adenozin analógok, pirimidin analógok és szubsztituált urea származékok.6 
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A természetes eredet  tumorellenes szerek olyan hatóanyagok, amelyeket el ször 
gombákból, növényekb l vagy baktériumokból izoláltak, majd szintetikus úton is 
el állítottak. Ebbe a csoportba tartoznak például a tumorellenes antibiotikumok, az 
antraciklinek, epipodofillotoxinok, vinka alkaloidok, taxánok és kamptotecin analógok. Ezek 
közül néhányról a következ  fejezetben esik szó és az 1. táblázatban foglalom össze 
hatásaikat.6 
Néhány újabb hatóanyag, például a monoklonális ellenanyagok és a tirozin kináz 
inhibitorok (pl. Glivec) a célzott kemoterápiás ágensek közé sorolhatók. Vannak ezen kívül 
olyan szerek, amelyek anélkül hatnak a daganatos sejtekre, hogy közvetlen kapcsolatba 
kerülnének vele. Ebbe a kategóriába sorolhatók például a hormonok. 
 
Hatóanyag Hatás módja 
Bleomicin DNS-interkaláció, száltörés 
Antraciklinek DNS-interkaláció, topoizomeráz-I, illetve -II gátlás 
Epipodofillotoxinok Topoizomeráz-II gátlás 
Vinka alkaloidok Tubulinhoz köt dés, mikrotubulusok polimerizációjának gátlása 
Taxánok 






1. táblázat: Néhány természetes eredet  tumorellenes hatóanyag és azok hatásának módja 
 
3.2.1 A természetes eredet  tumorellenes szerek 
 
Az antraciklinek olyan antibiotikumok, amelyek a Streptomyces percetus var caesius 
nev  gomba termékei. Kémiai szerkezetüket tekintve hasonlóak, hatásukat pedig több módon 
fejthetik ki: beékel dhetnek a DNS bázispárjai közé, gátolhatják a topoizomeráz-I, illetve -II 
m ködését. 6 
A tumorellenes hatású antibiotikumok közé tartozó bleomicin például a DNS guanin-
citozin, illetve guanin-timin párjai közé inerkalálódik, s ez spontán oxidációhoz és 
szabadgyökök képz déséhez vezet, így száltörést okoz. 
Az epipodofillotoxinok közé tartozik például az etoposid és a félszintetikus epipodofillotoxin, 
amelyet el ször a Podophyllum peltetum gyökeréb l izoláltak. Ezek szintén a topoizomeráz-II 
m ködését gátolják úgy, hogy stabilizálják a DNS-topoizomeráz-II komplexet, amelynek 
következtében a sejtciklus G1 fázisban megreked. 6 
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A vinka alkaloidokat a Vinca rosea növényb l vonták ki el ször. Ezek a sejtbejutást 
követ en nagyon gyorsan képesek köt dni a tubulinhoz. Ezáltal a mikrotubulusok 
polimerizációja gátolt, ezért az M fázisban nem szabályos mitotikus orsó keletkezik. 
A taxánok (pl. paclitaxel, docetaxel) a vinka alkaloidokkal ellentétben serkentik a 
mikrotubulusok összeszerel dését és stabilizálják azokat, ami miatt a sejtciklus a mitózis 
fázisában megreked. 6 
A kamptotecin analógok (irinotecan, topotecan) a topoizomeráz-I m ködését gátolják. A 
topoizomeráz-I kötést alakít ki a DNS-sel, amely katalizálja a DNS szálak elválását, lehet vé 
téve ezáltal a DNS letekeredését, majd a megfelel  id pontban ez a folyamat megfordul és a 
DNS ligációja következik be. A kamptotecin és származékai ezt a ligációs lépést gátolják úgy, 
hogy köt dnek az enzim-DNS komplexhez és így stabilizálják azt.7 
Ahogy a fenti áttekintésb l látható, számos különböz  hatásmechanizmusú 
kemoterápiás szer létezik. Munkám során egy antibiotikum típusú vegyülettel (daunomicin), 
illetve egy folsav analóggal (pemetrexed) foglalkoztam. A kés bbiekben e vegyületek 
tulajdonságait ismertetem. 
 
3.2.1.1 A daunomicin 
 
Az antraciklinek (pl. daunomicin, doxorubicin, epirubicin, idarubicin, mitoxantron) 
széles körben elterjedt tumorellenes szerek, amelyeket többféle daganatos megbetegedés 
gyógyítására használnak, például leukémiák és bizonyos szolid tumorok esetén.3,8 Ezek közül 



















1. ábra: A daunomcin szerkezete (az A, B, C és D bet k az egyes gy r ket jelölik) 
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Az antraciklinek hatásukat több módon fejthetik ki: beékel dhetnek a DNS bázispárjai 
közé, gátolhatják a topoizomeráz-I, illetve topoizomráz-II m ködését.6 Ha a DNS-be 
interkalálódnak, akkor az antrakinon „D” gy r je bekerül a kett s hélix nagy árkába, míg az 
„A” gy r  a kis árokba. Az aminocukor rész, amely az „A” gy r höz kapcsolódik, 
kölcsönhatásba lép a kis árokban található csoportokkal, így biztosítva az antraciklin-DNS 
komplex stabilitását. Azt is leírták, hogy a daunomicin DNS-hez történ  köt dése szükséges, 
de nem elégséges feltétele a hatásnak és nem találtak egyértelm  korrelációt a DNS-köt dés 





2. ábra: A daunomicin (bordó színnel jelölve) interkalációja a DNS-sel a DNS kis árka fel l 
nézve (forrás: http://www.isof.cnr.it/ppage/capob/dauno.html) 
 
A daunomicin feltehet en diffúzióval jut át a sejtmembránon, így bármilyen sejtbe 
bejuthat. Emiatt az antraciklineknek és így a daunomicinnek számos mellékhatása van, 
melyek közül a legsúlyosabb a kardiotoxikus hatás.10 Korlátozza továbbá a klinikumban való 
alkalmazhatóságot a tumorsejtekben kialakuló rezisztencia, melynek következtében a kezelés 
hatékonysága csökken.11 
Daunomicin-tartalmú peptidkonjugátumok létrehozásának több célja lehet: a 
mellékhatások súlyosságának csökkentése12, a multidrog rezisztencia elkerülése13,14, a 
szelektivitás növelése, illetve specifikus célbajuttatás.15,16,17,18 A szelektivitás növelése és a 
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mellékhatások súlyosságának csökkentése érdekében célszer  olyan molekulákat megcélozni, 
amelyek kizárólag a tumorsejtek felszínén expresszálódnak (tumor-specifikus), illetve 
olyanokat, amelyeknek fokozott az expressziója tumorsejteken a normál, egészséges sejtekhez 
képest (tumor-asszociált). 
Különböz  összetétel  és szerkezet  hordozókhoz történ  konjugálással (pl. oligo- és 
polipeptidekkel19,  fehérjékkel20,  poliszacharidokkal21, szintetikus polimerekkel22,23, 
dextránnal24) csökkenthet  a mellékhatások súlyossága és növelhet  a hatóanyag 
szelektivitása. Ennek egyik magyarázata az lehet, hogy az eredeti hatóanyag bejutási 
mechanizmusától eltér  módon jutnak be a konjugátumok a sejtekbe. 
A daunomicinnek négy olyan funkciós csoportja van, amely alkalmas lehet kovalens 



















3. ábra: A daunomicin lehetséges konjugálási helyei (nyilakkal jelölve) 
 
A szakirodalom szerint a leggyakrabban ezek közül a szénhidrát rész primer 
aminocsoportját módosítják annak ellenére, hogy a hatás kifejtéséhez ennek az 
aminocsoportnak szabadnak kell lennie.25 
Ha a konjugátum kialakítása ezen az aminocsoporton keresztül történik, akkor a 
hatóanyagnak a sejtekbe történ  bejutást követ en fel kell szabadulnia ahhoz, hogy a 
konjugátum hatásos legyen. Az antraciklinek esetén a 13-oxo csoport is módosítható 
különböz  hidrazidok15,26,12,27 és O-alkil-hidroxilamin származékok12,28 használatával. A 4-
metil-éter csoport módosítása is egy lehetséges stratégia a konjugátum kialakítására. Ezt a 
módszert a daunomicin oligonukleotidokhoz történ  kapcsolására használják.29 A konjugátum 
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kémiai és biológiai tulajdonságait és hatását a daunomicin és a peptid közötti kémiai kötés 
természete is befolyásolja.30 
Ha a daunomicint például egy pinocitózis útján bejutó molekulához (hordozó) 
kapcsolják, akkor a felszabadulás lassú és ugyanazokon az intracelluláris lépéseken megy 
keresztül, mint általában az endocitózissal bejutó anyagok. A szabad hatóanyag el ször a 
lizoszómában jelenik meg, miután az ott található enzimek elhasították a hordozó molekula és 
a hatóanyag közti kötést. A lizoszómából a hatóanyag ezután a sejt más részeibe diffundálhat 
és kijuthat az extracelluláris térbe is. Így a hatóanyag intracelluláris koncentrációja függ a sejt 
pinocitotikus aktivitásától és a lizoszomális enzimek hatékonyságától. Ez a modell azt 
feltételezi, hogy a hatóanyag-hordozó konjugátum a testfolyadékokban nem bomlik és a 
szabad hatóanyag lizoszomális enzimek hatásának ellenáll. Ebben az esetben a hatóanyag-
hordozó konjugátum kialakítása és alkalmazása azért el nyös, mert ahhoz, hogy a hatóanyag 
kifejtse hatását, a sejtnek magas pinocitotikus aktivitásúnak és gyorsan osztódónak kell 
lennie. Az ilyen sejtek többnyire tumorsejtek; míg a szívizomsejtek pinocitotikius aktivitása 
alacsony, így csökkenthet  a daunomicin kardiotoxikus hatása.31 
 
3.2.2 A tumorok kemoterápiájában alkalmazott vegyület: a pemetrexed 
 
A tüd rák egyike a leggyakoribb halálokoknak világszerte: 2008-ban a WHO adatai 
szerint körülbelül 1,4 millió ember halálát okozta.1 Hazánkban a férfiak daganatos betegségei 
között az els  helyen áll. A tüd rákok 80%-a úgynevezett nem-kissejtes tüd rák (NSCLC; 
non-small cell lung carcinoma); ezeknek csupán 30%-a távolítható el m téti úton, a maradék 
70%-ban a tumor kifejl dik, azonban ezekben az esetekben már csak a kemoterápiás kezelés 
lehet hatékony.32 A kis hatékonyságú m téti kezelés miatt az elmúlt húsz évben megváltozott 
az NSCLC kezelési módja.33 Az utóbbi években ilyen esetben az els dlegesen ajánlott kezelés 
a platina alapú terápia lett. A platina alapú terápiára a betegek 40-65%-a pozitívan reagál, 
azonban csaknem minden pozitívan reagáló betegnél visszatér a tumor 1 éven belül. 
Mindezek miatt fontos volt egy új, jól tolerálható tumorellenes szer kifejlesztése. Ilyen az 
antifolátok családjába tartozó piritrexim, illetve a pemetrexed. A piritreximet orálisan 
alkalmazzák; ez a dihidrofolát-reduktáz lipidoldékony gátlószere, amely a tumorsejtek 
membránján diffúzióval jut át. Biohasznosíthatósága orális adagolás esetén 75%, azonban 
aktivitása alacsony. 
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A pemetrexed (ALIMTA, LY231514) az antifolát-metabolitok családjába tartozik. Ez 
azonban több olyan enzim m ködését is gátolja, amely fontos szerepet tölt be a purin- és 














4. ábra: A pemetrexed szerkezete 
 
Hatását f leg a timidilát-szintáz (TS), dihidrofolát-reduktáz (DHFR) és a glicinamid 
ribonukleotid formiltranszferáz (GARFT) gátlásán keresztül fejti ki.4, 33 Noha több enzimet is 
képes gátolni, a timidilát-szintázt 30-200-szor jobban gátolja, mint a GARFT-ot, így azt 
feltételezik, hogy hatását els sorban a TS gátlásán keresztül fejti ki. Azonban olyan 
tumorsejteken is megfigyelték hatását, ahol a TS gátló 5-fluorouracil (5-FU) hatástalannak 
bizonyult.4 Több tumorsejtvonalon (humán vastagbél-, eml -, méhnyak- és tüd rák 
sejtvonalakon) vizsgálták a pemetrexed hatását radioterápiával kombinálva és azt tapasztalták, 
hogy a pemetrexed feler síti a besugárzás által okozott sejt inaktivációt.34 
Fázis II vizsgálatokban több szolid tumor esetén is jó eredményt értek el vele.35 
Hatékonyan alkalmazták HER-2-t overexpresszáló hólyagtumorok36, nem-kissejtes tüd rák, 
eml -, vastagbél-, hasnyálmirigy-, fej-nyak rákok és méhnyakrák esetén fázis III 
vizsgálatokban is.4,37,33,38  
A pemetrexednek mellékhatásai közül a legsúlyosabb a nyálkahártyára és csontvel re 
kifejtett toxikus hatása. Ezek a mellékhatások csökkenthet k B-12 vitamin adásával.35 
 
3.3 Oligopeptid típusú hordozók  
 
Munkám során oligopeptid konjugátumok el állításával, kémiai és funkcionális 
jellemzésével foglalkoztam. A következ kben azokat a peptideket mutatom be, amelyeket 
daunomicin, illetve pemetrexed konjugátumok létrehozásához alkalmaztunk. 
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3.3.1 A sejtpenetráló peptidek, oligoargininek 
 
Az oligoargininek a sejtpenetráló peptidek (Cell Penetrating Peptides, CPP) csoportjába 
tartoznak. E peptidek maximum 30 aminosavból álló vegyületek, amelyek a sejtbe receptor-
mediált endocitózissal vagy eddig pontosan fel nem derített mechanizmus útján jutnak be. Két 
nagy csoportra oszthatók: fehérje eredet  és de novo tervezett sejtpenetráló peptidek. A 
fehérje eredet  peptidek az eredeti fehérjének azon legrövidebb szakaszait reprezentálják, 
amelyek a sejtbejutás szempontjából még hatékonyak. A de novo tervezett sejtpenetráló 
peptidek a természetben nem fordulnak el , ugyanakkor képesek arra, hogy a hozzájuk 
kovalensen kapcsolt „cargo” molekulát bejuttassák a kiválasztott sejtbe. Fehérje eredet  
sejtpenetráló peptid például a penetratin, a Tat, illetve a pVEC, míg a de novo tervezett 
sejtpenetráló peptidek közé tartoznak az oligoargininek vagy a transportan.39,40 
Megfigyelték, hogy különböz , természetes eredet  fehérjékb l származó és argininben 
gazdag peptidek (HIV-Tat, Antennapedia) képesek átjutni a sejtmembránon és a hozzájuk 
kovalensen kapcsolt molekulákat (peptidek, fehérjék, kis szerves molekulák) is be tudják 
juttatni a sejtekbe.41,42 Ez vetette fel annak az ötletét, hogy különböz , kizárólag bázikus 
aminosavakat tartalmazó homo oligopeptideket állítsanak el  és tanulmányozzák sejtbejutási 
sajátságaikat. Jelzett származékok segítségével konfokális mikroszkóppal, illetve áramlási 
citometriás vizsgálatokkal is igazolták, hogy a hat- vagy több arginin egységet tartalmazó 
oligo- és polipeptidek sokkal hatékonyabban jutottak a sejtbe, mint az azonos tagszámú lizint, 
ornitint vagy hisztidint tartalmazó oligomerek. Azok a peptidek, amelyek hatnál kevesebb 
aminosavból álltak, kevésbé hatékonyan jutottak be a sejtekbe.43 Azt is igazolták, hogy az 
arginin guanidino csoportja fontos szerepet játszik a biológiai hatás kialakításában. Futaki és 
munkatársai azt is bizonyították, hogy a hatásos sejtbejutáshoz 6-12 arginin egység jelenléte 
szükséges.44 Oligoargininek esetében a sejtbejutás mechanizmusa máig nem tisztázott. Az 
egyik feltételezett bejutási mechanizmus a makropinocitózis, de a sejtbejutás módja eltérhet 
attól függ en, hogy milyen koncentrációban, milyen h mérsékleten és milyen sejteken 
vizsgálják a bejutás mechanizmusát.45 Oligoarginin hordozóval peptid vagy fehérje alapú 
hatóanyagokat juttattak át sikeresen a sejtmembránon, például ciklosporin A-t, inzulint és 
Smac (second mitochondria-derived activator of caspases) peptidet.40,46 Emellett az 
irodalomban egyre több példát találunk kis szerves molekulák, hatóanyagok sejtbejuttatására 
is, például: taxol47 és adenozin48 származékok. A gyógyászatban alkalmazott, hatékony, de 
súlyos mellékhatásokkal rendelkez  hatóanyagokkal való konjugálása növelheti a 
vízoldhatóságot és a sejtbejutás mértékét. 
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3.3.2 Az LTVSPWY peptid és az ErbB2 receptor 
 
Shadidi és munkatársai olyan oligopeptideket kerestek random fágkönyvtárak 
segítségével, amelyek kizárólag vagy els sorban eml tumor sejtekhez köt dnek. A 
könyvtárakból kiválasztott peptidek nem köt dtek normál eml szövet epiteliális sejtjeihez és 
más normál humán sejtekhez sem, azonban köt dést és internalizációt tapasztaltak különböz  
eml tumor sejtvonalak és BT4C patkány glióma sejtek esetén.49 Az LTVSPWY a 
fágkönyvtárból kiválasztott egyik, tumorsejthez köt d  peptid. Ezt a peptidet a kés bbiek 
során ErbB2-köt  peptidként írták le és azt is kimutatták, hogy ennek egy GFP-fúziós 
változata specifikusan jut be SK-BR-3 humán eml tumor sejtekbe.50,49 Ezt a tulajdonságát 
kihasználva terápiás céllal antiszensz-oligonukleotidokhoz is kapcsolták.51,52 Ismert, hogy az 
ErbB2-t túlexpresszáló tumorsejtek valamilyen módon elkerülik az apoptózist. Ezért az 
LTVSPWY peptidet konjugálták a proapoptotikus hatású alfa-tokoferil szukcináttal. Ha 
ErbB2-t normál szinten expresszáló és overexpresszáló sejtekhez alfa-tokoferil-szukcinátot 
( -TOS) adtak, közel azonos mérték  apoptózist tapasztaltak. Ha azonban ezt a kísérletet -
TOS-LTVSPWY konjugátummal végezték el, akkor az ErbB2-t túlexpresszáló sejtek esetén 
magasabb fokú apoptózist tapasztaltak.50 Ez alátámasztja azt a feltételezést, hogy az 
LTVSPWY peptid az ErbB2 receptorhoz köt dik. 
A kettes típusú epidermális növekedési faktor receptor (ErbB-2 vagy HER-2) egy tirozin 
kináz, amely egyben tumor-asszociált receptor is. Szerepe van a tumorsejtek túlélésében, azok 
proliferációjában és számos tumortípus esetén a metasztázis kialakulásában.49,53 Bizonyos 
sejtek (pl. BT474 és SK-BR-3) az ErbB2 receptort túlexpresszálják, míg mások (pl. MCF-7 és 
T47-D) normális ErbB2 expressziót mutatnak.54 Megfigyelték, hogy azoknak a betegeknek 
rosszabb a prognózisa, akiknek a tumorsejtjei túlexpresszálják az ErbB2-t. Ez az 
overexpresszió növeli a metasztázis létrejöttének valószín ségét és a kemoterápiás szer elleni 
rezisztencia kialakulását is serkenti. Az ErbB2 a primer eml tumorok 30-50%-ában 
túlexpresszált.55 Korrelációt találtak eml tumoros betegek esetén az ErbB2 expresszió 
mértéke és a nyirokcsomó-áttétek száma között is.53 Azok a betegek, akik esetén emelkedett 
ErbB2 szintet találtak, rosszabbul reagáltak ciklofoszfamid, metotrexát, 5-FU és epirubicin 
kezelésre, mint a normál mennyiség  ErbB2 receptort expresszálók.53 
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Az ErbB2 receptort tumormarkerként és célzott terápiák célpontjaként is használják 
anti-ErbB2 ellenanyagok, anti-ErbB2 peptid mimetikumok, ErbB-specifikus kináz 
inhibitorok, DNS-vakcinák és antiszensz oligonukleotidok felhasználásával.56 
A LTVSPWY peptid - mint lehetséges ErbB2 receptorhoz köt d  molekula - alkalmas lehet 
célzott terápia kifejlesztésére. 
 
3.3.3 A gonadotropin-releasing hormon (GnRH) és a konjugátumok esetén 
alkalmazott távtartó egységek 
 
A gonadotropin-releasing hormon (GnRH vagy LH-RH) egy dekapeptid, amely a 
hipotalamuszban képz dik és a hipofízis portális keringésével kerül a hipofízis elüls  
lebenyébe. Ott specifikus, nagy affinitású G-protein kapcsolt receptorokhoz köt dik, melynek 
révén részt vesz az LH (luteinizáló hormon) és FSH (follikulus stimuláló hormon) 
szintézisének és felszabadulásának, ennek kapcsán pedig a nemi hormonok szintézisének 
szabályozásában.57,58 Így ez a hormon a reproduktív hormonális szabályozás egyik 
legfontosabb neuroendokrin molekulája.59 
A GnRH-nak huszonhárom izoformáját azonosították, azonban mivel dolgozatomban 
csak GnRH-III-tartalmú konjugátumokról esik szó, ezért els sorban a GnRH-III jellemzésére 
térek ki.58 
A GnRH-III hormont (pGlu-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2) el ször a 
nagy tengeri ingolából (Petromyzon marinus) izolálták, ezért gyakran jelölik lGnRH-ként is, 
ahol az „l” a lamprey (ingola) szóra utal.60 A humán GnRH-tól az 5-8. pozícióban lév  
aminosavakban különbözik. Az LH-szekrécióra kifejtett hatása in vitro 500-1000-szer, míg in 
vivo 100-500-szor alacsonyabb, mint a humán GnRH-é és abban a koncentrációban, ahol 
antiproliferatív hatást fejt ki, nincs endokrin aktivitása.18,61 Direkt módon és specifikusan 
gátolja azoknak a tumorsejteknek a növekedését, amelyek a GnRH receptort expresszálják. Ez 
a peptid gyenge agonista, mivel nem befolyásolja jelent sen az FSH és LH felszabadulást. 
A természetes GnRH molekulák hatásának ismeretében különböz  származékokat 
készítettek (GnRH-analógokat és konjugátumokat). Számos olyan GnRH analógot állítottak 
el , amelyek indirekt módon a nemihormon-termelés csökkentésén keresztül fejtik ki 
hatásukat. Ennek f leg a hormonfügg  tumorok esetén van jelent sége. Az így el állított 
analógok jelent s része tartalmaz D-, illetve nem természetes aminosavakat, hogy ezáltal 
növeljék a biológiai hatást és a peptidek féléletidejét.  Azonban ezek a nem természetes 
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aminosavak anafilatoxikus reakciót válthatnak ki és felhalmozódhatnak például a májban, de 
más szervekben is.62 
A féléletid  növelése érdekében el állítottak olyan GnRH-III-konjugátumot is, melyben 
a GnRH-III-at egy biokompatibilis polimerhez kapcsolták a peptid nyolcas pozíciójában lév  
lizinjén keresztül. Ennek eredményeként nemcsak a féléletid  n tt, hanem a konjugátum 
antiproliferatív hatása is jelent sebb volt humán tumorsejtvonalakon.63,64  
A GnRH receptorok a 7-transzmembrán G-protein-kapcsolt receptorok (GPCR) 
családjába tartoznak.65 Két típusát különböztetik meg: az I-es és II-es típusú GnRH receptort 
(GnRH-IR és GnRH-IIR). A GnRH hatását a hipofízisben és a többi szervben is az I-es típusú 
GnRH receptoron (GnRH-IR) keresztül fejti ki. 
A GnRH-IR 329 aminosavból áll és nincs C-terminális citoplazmatikus farok része, 
ezért internalizációja és deszenzitizációja lassú.66,67 
A GnRH-IIR szekvenciáját tekintve 68%-os homológiát mutat a GnRH-IR-ral. El bbit, 
melynek van intracelluláris citoplazmatikus farok része, eddig nem találták meg emberben, de 
például rhesus majmokban, afrikai zöld majomban és kétélt ekben igen.68,69 Azonban mRNS 
expresszióját ki tudták mutatni humán tumorsejtvonalakon, de egy frameshift mutáció és egy 
korai stop kodon miatt funkcionális GnRH-IIR nem keletkezik, ezért azt feltételezik, hogy a 
GnRH-II szignalizációja is a GnRH-IR-on keresztül valósul meg.70 
A GnRH-III mind az I-es, mind a II-es típusú GnRH receptorhoz köt dik.68 
A GnRH receptor a hipofízisben és más szervekben eltér  mennyiségben fejez dik ki.59 
A GnRH-IR jelenlétét kimutatták normál eml  szövetben és a petefészek sejtjein is, azonban 
általában a GnRH receptorok normál szövetekben alacsony szinten expresszálódnak (vagy 
egyáltalán nem). 
Specifikus GnRH receptorokat mutattak ki eml -, prosztata-, petefészek-, endometrium- 
és hasnyálmirigy daganatok esetén. Ezek a nagy affinitású receptorok a tumorsejtek felszínén 
lehet vé teszik a GnRH-analógok direkt módon történ  hatását. Ilyen nagy affinitású 
receptorokat az eml tumorok több mint 50, illetve a petefészekrákok több mint 80%-ában 
kimutattak.71 Igazolták továbbá a GnRH receptorának jelenlétét több humán vastagbél 
tumorsejtvonalon is. Ezt kihasználva Szepesházi és munkatársai megvizsgálták már korábban 
el állított GnRH-tumorellenes szer konjugátumok hatását vastagbél tumorsejtvonalakon is. 
Azt tapasztalták, hogy a különböz  konjugátumok eltér  mértékben voltak hatásosak az egyes 
tumorsejtvonalakon, de összességében véve hatékonyan gátolták a sejtek proliferációját és 
serkentették az apoptózist.72 
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Mivel a tumoros és egészséges szövetek GnRH receptor expressziójának mértéke eltér, 
a GnRH receptor potenciális célmolekula az irányított tumorterápia számára. 
Az általam vizsgált GnRH-III konjugátumok egy részében a peptid és a tumorellenes 
szer közé tetrapeptid egységek (GFLG vagy YRRL) beépítésére is sor került. A katepszin-B 
egy lizoszomális enzim, amely tumorsejtekben magasabb expressziós szintet mutat, mint 
normál sejtekben.73 Több peptidr l ismert, hogy a katepszin-B hasítja, ilyenek például: Phe-
Lys, Val-Cit, Gly-Gly-Gly, Gly-Leu-Gly, Gly-Phe-Leu-Gly, Gly-Leu-Phe-Gly és Ala-Leu-
Ala-Leu.74 A leggyakrabban alkalmazott távtartó egységek egyike a Gly-Phe-Leu-Gly 
(GFLG) tetrapeptid, melyet Omelyanenko és munkatársai is alkalmaztak doxorubicin HPMA 
(N-(2-hidroxipropil)metakrilamid)-kopolimerhez való kapcsoláskor.75 A távtartó egység 
katepszin-B-vel történ  hasításakor a hatóanyag felszabadulhat.76 Korábban 
kutatócsoportunkban igazolták, hogy a GnRH-III(Dau=Aoa–GFLG) konjugátum katepszin-B 
hatására a távtartó egység Gly-Phe, Phe-Leu és Leu-Gly szekvenciájánál hasad. További 
hasítási helyet azonosítottak a Lys(Gly) izopeptid kötésnél és a 7Trp-8Lys peptidkötésnél a 
GnRH-III szekvenciában.77 
A katepszin-B-nek endopeptidáz és peptidildipeptidáz aktivitása is ismert, így képes 
hasítani a C-terminális dipeptideket is. Emelett hasítja az Arg-Arg-Xxx szekvenciát is, és a 
P1’ helyen nagy hidrofób oldalláncú aminosavakat (Trp, Tyr, Phe, Leu) részesíti el nyben, 
míg a P3 pozícióban a Tyr-t.78,79 Ezen ismeretekre alapozva terveztük meg a Tyr-Arg-Arg-
Leu (YRRL) távtartó egységet. 
 
3.3.4 Az IELLQAR peptid és a szelektinek 
 
A szelektinek kálcium-dependens glikán-köt  fehérjék, amelyek a C-típusú lektinek 
közül a legjobban jellemzett molekulák. Legfontosabb feladataik közé tartozik a limfociták 
„homing” folyamatának szabályozása, amellyel a limfociták eljutnak a másodlagos 
nyirokszervekbe, illetve a fert zés vagy sérülés helyére.80 Számos betegség esetén is fontos 
szerephez jutnak ezek a fehérjék: köt dnek például a tumorok által termelt mucinhoz, 
melynek következtében a tumorsejtek a limfocitákhoz hasonlóan át tudnak jutni az érfalon, 
mely elengedhetetlen lépése a metasztázis kialakulásának. 
A szelektinek csoportjában megkülönböztetünk P-, E-, és L-szelektineket. A P-szelektin 
f leg aktivált vérlemezkék és endotél sejtek felszínén, az E-szelektin els sorban aktivált 
endotél sejteken, míg az L-szelektin leukocitákon található meg. 
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Fukuda és munkatársai anti-idiotípus ellenanyagokkal próbáltak olyan peptideket 
izolálni, amelyek köt dnek az E-szelektin ligandumát felismer  anti-szénhidrát 
ellenanyaghoz. Ezek a peptidek az E-, L-, és P-szelektinhez is köt dtek. Ezzel a módszerrel 
találták meg az IELLQAR szekvenciájú peptidet is, amely gátolta a szialil-Lewis-X és szialil-
Lewis-A köt dését az E-szelektinhez.81 A felszínükön szialil-Lewis-X-et hordozó HL-60 
humán leukémia és B16 melanóma sejtek E-szelektinhez történ  köt dését is gátolta az 
IELLQAR szekvenciájú peptid. Ennél is jelent sebb eredmény, hogy az intravénásan beadott 
peptid gátolta az egér B16 melanóma sejtek megtapadását a tüd ben, így a metasztázis 
kialakulását is megakadályozta.81 
Az E-szelektinek, illetve a szialil-Lewis-X és szialil-Lewis-A jelenlétét vizsgálták 
különböz  tumoros betegségben szenved  páciensek esetén. Azok a vastagbél karcinómás 
betegek, akiknek a tumorsejtjein megtalálható a szialil-Lewis-X, rosszabb prognózissal 
rendelkeznek, mint azok, akiknél ez az antigén nem volt jelen.82 A humán tüd - és vastagbél 
tumorok esetén a metasztatikus tumorsejteken több szialil-Lewis-X található, így ezek a sejtek 
er sebben tudnak köt dni az E-szelektinhez.83,84 In vitro kísérletekben azt is kimutatták, hogy 
a több szialil-Lewis-X-et expresszáló sejtek érzékenyebbek a természetes öl sejt (NK-sejt)-
függ  citotoxicitással szemben, mint a kevesebbet vagy egyáltalán nem expresszáló sejtek. 
Azonban ez a fokozott érzékenység gátolható volt, ha a sejteket el zetesen szialil-Lewis-X-et 
felismer  ellenanyaggal vagy az IELLQAR szekvenciájú peptiddel kezelték.85 Egy másik 
kísérletsorozatban Zhang és munkatársai vizsgálták az IELLQAR hatását B16 melanóma 
sejteken. A B16 sejtek szialil-Lewis-X-et expresszálnak és ha metasztatizálnak, akkor a tüd t 
veszik célba. Az E6P-szelektin dupla mutáns egerek esetén a B16 sejtek kolonizálták a tüd t, 
azonban az IELLQAR peptiddel történ  kezelés gátolta ezt a kolonizációt.86 
Hatekayama és munkatársai azt feltételezik, hogy a tüd  endoteliális sejtjei egy eddig 
ismeretlen szénhidrát-receptort fejeznek ki felszínükön, amit elneveztek I-peptid receptornak 
(IPR). Szerintük ez tehet  felel ssé a szialil-Lewis-X-et közepes mennyiségben expresszáló 
B16 sejtek tüd kolonizációjáért.87 I-peptid affinitáskromatográfiával izolálták az IPR-eket, 
amelyeket kés bb proteomikai módszerekkel azonosítottak. A kapott eredmények szerint az 
IPR-ek valójában az Sfrs1, 2, 5 és 7 gén termékeinek Ser/Arg gazdag splice-variánsai. 
Amikor Sfrs-elleni ellenanyagot intravénásan adtak egereknek, az ellenanyag számos 
tüd kapillárisban megtalálható volt és ez az ellenanyag gátolta a B16 sejtek 
tüd kolonizációját.87 Az elvégzett kísérletek igazolták, hogy az Sfrs fehérjék felel sek a 
szénhidrát-függ  tüd  metasztázis kialakításáért.87 Ez egyúttal azt is igazolja, hogy az 
IELLQAR peptid nem csupán az E-szelektinhez tud köt dni. 
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3.4 Kísérleti módszerek 
 
3.4.1 A szilárdfázisú peptidszintézis 
 
A szilárdfázisú peptidszintézis módszerének kidolgozása Robert Bruce Merriefield 
nevéhez f z dik, aki ezért 1984-ben Nobel-díjat kapott.88 A módszer lényege, hogy szilárd 
hordozóhoz kapcsolják a kívánt aminosavszármazékokat a C-terminális fel l az N-terminális 
felé haladva, majd a kívánt szekvencia felépítését követ en a kész peptidet eltávolítják a 
szilárd hordozóról (gyantáról). 
A szilárd hordozó (gyanta) fizikai behatásokkal szemben ellenálló és tartalmaz egy 
funkcionalizálható részt. A szintézis végén a kialakított peptid-gyanta kötés hatékonyan 
hasítható, de a szintézis körülményei között nem hasad. A gyanta jól duzzad, hogy az épül  
peptidlánc a reagensek számára jól hozzáférhet  legyen. A gyanta kiválasztásakor azt is 
figyelembe kell venni, hogy a peptidet milyen stratégiával kívánjuk felépíteni. 
Mivel egy-egy aminosav kapcsolása után nincs mód arra, hogy a peptidet tisztítsuk, 
ezért fontos, hogy a reakciók lehet leg teljes mértékben végbemenjenek és ne keletkezzenek 
például hiányos szekvenciák. Ez több módszer együttes alkalmazásával érhet  el: az 
alkalmazott reagensekb l nagy (3-10-szeres) felesleget használunk és minden lépés után 
ellen rizzük, hogy az adott lépés sikeres volt-e. A felesleges reagens egyszer  sz réssel 
eltávolítható a gyantáról. Az, hogy az épül  peptidlánc N-terminális végér l a véd csoport 
hasítása, illetve az aminosav kapcsolása sikeres volt-e, több módszerrel ellen rizhet . Ezek 
közül a legelterjedtebb a ninhidrin-, az izatin- és a brómfenolkék-teszt, amelyek szabad 
amino-, illetve iminocsoportok jelenlétét színreakcióval jelzik.89,90,91 
Több kutatócsoport próbált a gyorsabb és hatékonyabb peptidszintézis érdekében 
szilárdfázisú peptidszintézisre alkalmas módszereket kidolgozni, de ezek közül a Boc/Bzl92 és 
az Fmoc/tBu93,94 stratégia vált elterjedtté. A két módszer között a legf bb különbség az, hogy 
milyen reagenseket alkalmazunk a hasítások során. Tekintettel arra, hogy a dolgozatomban 
szerepl  általam szintetizált peptid Fmoc/tBu stratégiával készült, ezért a Boc/Bzl stratégiát 







5. ábra: Az Fmoc/ tBu stratégia vázlatos áttekintése (forrás: 
www.anaspec.com/html/peptide_notes.html) 
 
Az Fmoc/tBu módszer esetén az aminosavszármazékok α-aminocsoportját Fmoc-
csoport, az aminosavak oldalláncát pedig más csoportok védik (f leg tBu és Trt típusú 
véd csoportok). Az épül  peptidlánc N-terminális végér l a kapcsolási lépéseket követ en el 
kell távolítani az Fmoc véd csoportot, hogy a következ  aminosav beépíthet  legyen. Ezt az 
Fmoc-hasítást bázikus körülmények között (piperidin, DBU) végezzük.95,96,97 A szintézis 
végén a peptid gyantáról történ  lehasítása és a véd csoportok eltávolítása az aminosavak 
oldalláncairól savas körülmények között (TFA) történik. 
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3.4.2 A fluoreszcens vegyületek sejtbejutásának vizsgálata áramlási citometriával 
 
Kihasználva azt, hogy az általunk tanulmányozni kívánt daunomicin fluoreszcens 
tulajdonságú, áramlási citométer segítségével meg tudtuk határozni, hogy a daunomicin, 
illetve a konjugátumok milyen sejtbejutási képességekkel rendelkeznek. Az áramlási 
citométer (FACS=Fluorescence Activated Cell Sorter) alkalmas arra, hogy meghatározzuk 
vele a készülékbe juttatott sejtek fluoreszcencia intenzitását, illetve egyéb paramétereit. A 6. 
ábrán az áramlási citométer vázlatos rajza látható. 
A készülék lézer segítségével gerjeszti a készülékbe kerül  fluoreszcens anyagokat, 
amelyek a sejtben vagy annak felszínén találhatók. A sejteket elér  fény szóródik és ebb l a 





6.ábra: Az áramlási citométer felépítése; A: a fluoreszcencia detektálásának módja 
(PMT:Photomultiplier Tube), B: az FSC és SSC detektálásának módja (FSC: forward scatter, 
el re irányuló fényszórás; SSC: side scatter, oldal irányú fényszórás) (forrás: 
http://flow.csc.mrc.ac.uk/) 
 
A mérések során három paramétert vizsgálunk: a fluoreszcencia intenzitást, az FSC-t 
(forward scatter, el re irányuló szóródás; a sejtek méretével és alakjával arányos) és az SSC-t 
(side scatter, oldal irányú szóródás; a sejtek granuláltságával arányos). Azt, hogy hogyan 
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tudunk az FSC értékekb l a sejt méretére, az SSC-b l pedig a granuláltságára következtetni, a 




7. ábra: Áramlási citométerben a kicsi, közepes és nagy méret  sejtek közti különbség (fels  
ábrasor), illetve az SSC és a granuláltság összefüggésének szemléltetése (forrás: 
http://flow.csc.mrc.ac.uk/) 
 
A mért fluoreszcencia intenzitás több komponensb l tev dik össze: a sejtek saját 
autofluoreszcenciájából, a sejtek felszínéhez tapadt, továbbá a sejtbe bejutott fluoreszcens 
anyagok fluoreszcenciájából. 
 
3.4.3 A proteomikai módszerek alkalmazása a citosztatikumok hatásának sejtszint  
analízisében 
 
Minden szervezetnek megvan a maga genomja, amely olyan információkat kódol, 
melyek elengedhetetlenül szükségesek az adott szervezet felépítéséhez és fenntartásához. A 
genom szót, amely két szakkifejezés (gén és kromoszóma) kombinációjából származik, 
Winkler használta el ször 1920-ban.98 Így tehát a genom kromoszómák és a rajtuk található 
gének összességének tekinthet . A legtöbb genom, így a humán genom is 
dezoxiribonukleinsavból (DNS) áll, de néhány vírusnak ribonukleinsav (RNS) genomja van. 
A genommal foglalkozó tudomány a genomika. 
A proteom elnevezés a „proteins expressed by genome” kifejezésb l származik. Ezt a 
szakkifejezést Williams használta el ször egy konferencián (2D Electrophoresis: from protein 
maps to genomes, Siena, Olaszország, 1994.).99 Ezt követ en 1995-ben egy err l szóló 
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publikáció is megjelent.100 A proteommal foglalkozó tudomány a proteomika. Ez a 
tudományág azonban nem csak azoknak a fehérjéknek a tanulmányozásával foglalkozik, 
amelyeket egy sejt expresszál, hanem az összes fehérje izoformát és módosítást, a fehérjék 
közötti interakciót, illetve a szerkezeti információkat is vizsgálja. 
A proteomikai módszerek alkalmazása számos problémába ütközik. Ilyen például a 
megfelel  modellsejt, kezelési id  és koncentráció meghatározása. Fontos a legoptimálisabb 
mintael készítési módszer kiválasztása, a minta degradációja ugyanis problémát jelenthet a 
mintael készítési lépések során, továbbá az esetlegesen bekövetkez  poszttranszlációs 
módosítások is megnehezíthetik a fehérjék azonosítását.  A különböz  vizsgálati anyagokban 
(legyen az sejt, szövet vagy akár szerv) változó min ség  és mennyiség  fehérje van jelen. 
További nehézséget jelent, hogy vannak fehérjék, amelyek az egyedfejl désnek csak bizonyos 
szakaszában, id szakosan expresszálódnak vagy olyanok, amelyek csak valamilyen betegség 
vagy kezelés hatására jelennek meg. Éppen emiatt fontos, hogy megfelel  legyen a 
modellsejt, amelyet a vizsgálatokhoz alkalmazunk. Ha például egy olyan hatóanyag 
fehérjeexpresszióra gyakorolt hatását kívánjuk vizsgálni, amelyet els sorban leukémiák 
esetén alkalmaznak a gyógyászatban (pl. daunomicin), akkor célszer  a vizsgálatokat 
leukémia sejtvonalon elvégezni. Persze az is fontos, hogy olyan kezelési id t és koncentrációt 
használjunk, amely hatásos a sejtekre, tehát van esélye annak, hogy fehérje szint  
változásokat tudunk kimutatni. További problémát jelent, ha a vizsgálni kívánt vegyület 
toxikus a sejtekre, mivel ebben az esetben nehézséget jelent az optimális kezelési 
koncentráció kiválasztása is. Ezért a proteomikai munkafolyamatban általában els  lépésként 
említett mintael készítési lépést meg kell el zze a kezelés körülményeinek optimalizálása. 
Tekintettel arra, hogy egy sejtben, szövetben, szervben sokféle fehérje található meg, a 
proteomika fejl déséhez mindenképp szükség volt egy, a gélelektroforézisnél érzékenyebb 
elválasztási módszerre, továbbá megfelel  tömegspektrometriás módszerre és adatbázisokra a 
fehérjék azonosítása céljából. A proteomika szempontjából fontos mérföldk  volt a 
tömegspektrométerek esetén a lágy ionizációs technikák megjelenése: MALDI (matrix-
assisted laser desorption ionization) és ESI (electrospray ionization). 
A proteomikai munkafolyamat minden fázisa kulcsfontosságú a kapott eredmény 
szempontjából. Egy klasszikus proteomikai munkafolyamat lépéseit mutatja be a 8. ábra. 
Ezek a fázisok: (i) mintael készítés, (ii) fehérjék elválasztása elektroforetikus módszerrel, (iii) 
fehérjék detektálása valamilyen festési eljárással, (iv) számítógépes adatelemzés, (v) fehérje 






8. ábra: A klasszikus proteomikai munkafolyamat fázisai 
 
3.4.3.1 A mintael készítés módszerei 
 
A mintael készítést minden esetben megel zi egy optimalizálási folyamat, melynek 
során kiválasztjuk a megfelel  modellsejtet, illetve a kezelés körülményeit. A 
mintael készítés a proteomikai vizsgálatok legkritikusabb pontja, mivel a kísérlet eredménye 
leginkább a kiindulási anyag min ségét l és mennyiségét l függ. Ezért a megfelel  kísérleti 
modell alkalmazása és a körültekint  fehérjeizolálás kiemelt fontosságú a szignifikáns és 
megbízható eredmények eléréséhez, különösen összehasonlító proteomikai vizsgálatok során, 
ahol kis különbségek kimutatása is fontos lehet a kezelt és a kontroll minták között. A 
mintael készítés magában foglalja a szövetek, sejtek lízisét, a fehérjeizolálást, a fehérjék 
kicsapását, majd újraoldását és koncentrációjuk meghatározását. Minden fehérjeminta más és 
más, ezért a kísérleti körülményeket mindig az adott mintára kell optimalizálni. Fontos a 
szennyez  anyagok (pl. nukleinsavak, lipidek, szénhidrátok, detergensek és sók) eltávolítása 
és a megfelel  fehérjekoncentráció megválasztása.102 Az ilyen jelleg  szennyez k 
eltávolításának egyik módja a fehérjék kicsapása például acetonnal, ammónium-szulfáttal, 
triklórecetsavval vagy etanollal.  
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3.4.3.2 A fehérjeelválasztás módszerei 
 
A fehérjék elválasztása történhet kromatográfiás (azaz nem gél-alapú) módszerrel vagy 
gélelektroforézissel. A kromatográfiás módszerekkel (pl. ioncserél  vagy fordított fázisú 
kromatográfia) nagy szelektivitás érhet  el, de hátrányuk, hogy a fehérjék egy részét könnyen 
elveszíthetjük, ha ezeket a módszereket alkalmazzuk (például ha valamelyik er sen és 
irreverzibilisen köt dik a töltethez). Éppen ezért célszer  ezeket a technikákat inkább az 
elektroforézis kiegészítéseként alkalmazni a fehérjeminta komplexitásának csökkentése 
érdekében.103 
A kétdimenziós (2D) gélelektroforézis a proteomikai kísérletek során gyakran 
alkalmazott fehérjeelválasztási módszer. Általában komplex fehérjeminták (pl. sejtlizátum) 
elválasztásakor használják. Ez a módszer, amely több mint tízezer különböz  fehérje 
elválasztására alkalmas,104 O’Farrel és Klose105,106 nevéhez f z dik. A kétdimenziós 
gélelektroforézis els  lépése az izoelektromos fókuszálás (IEF), amely a fehérjéket 
izoelektromos pontjuk alapján választja el. A második lépésben méret szerinti elválasztás 
történik SDS-PAGE (sodium-dodecyl sulfate-polyacrilamide gelelectrophoresis) 
módszerrel.107 Az IPG (immobilized pH gradient) gélcsíkok bevezetésével az izoelektromos 
fókuszálás sokkal egyszer bbé vált.108 Az IPG csíkok nagy el nye, hogy nagyon sz k pH 
tartományú gélcsíkokat is készítenek, melyek segítségével akár olyan fehérjék is 
elválaszthatók, amelyek izoelektromos pontja mindössze 0,01 pH egységgel tér el 
egymástól.109 Az izoelektromos fókuszálás során a fehérjék addig mozognak a pH gradienssel 
rendelkez  gélcsíkban, amíg el nem érik az izoelektromos pontjuknak megfelel  pH-t; ott 
elveszítik töltésüket és így elektroforetikus mobilitásukat is.  
A méret szerinti elválasztás során a fehérjék - mivel negatív töltést kaptak az SDS révén 
- az elektromos térben az anód irányába vándorolnak, miközben a poliakrilamid gélben 
méretük alapján elválnak egymástól. Kétdimenziós gélelektroforézissel jó felbontás érhet  el, 
így a gélben lév  fehérjék alkalmasak további vizsgálatokra, például fehérjeazonosításra. A 
módszer el nye még, hogy képes elválasztani azokat a fehérjéket is, amelyek 
poszttranszlációs modifikáción mentek keresztül. Ez azért lehetséges kétdimenziós 
gélelektroforézissel, mert ezek a módosítások az esetek nagy részében megváltoztatják a 
fehérjék töltését és tömegét is.110 
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3.4.3.3 A fehérjefestés módszerei 
 
A gélelektroforézissel elválasztott fehérjék különböz  festési módszerekkel tehet k 
láthatóvá. A leggyakrabban alkalmazott eljárások közé tartozik a kolloidális Coomassie 
Brillant Blue vagy az ezüst festés, de több fluoreszcens és kemilumineszcens detektálási 
lehet ség is rendelkezésre áll.111 A Coomassie festékeket gélek festésére már az 1960-as 
években is alkalmazták.112 Azóta ugyan számos festési eljárást kidolgoztak, a Coomassie 
festékek alkalmazása még mindig elterjedt, melynek oka hogy olcsó, egyszer  használni és 
kompatibilis a tömegspektrometriával. A gélben lév  fehérjék affinitása a festékhez nagyobb, 
mint a gélmátrix molekuláié, ezért lehetséges az, hogy a fehérjék láthatóvá válnak anélkül, 
hogy jelent s mérték  háttérfest dést tapasztalnánk. Ennek a festési eljárásnak legf bb 
hátránya az alacsony detektálási érzékenység.111 
A fluoreszcens festékek sokkal érzékenyebbek, azonban ezek alkalmazása jelent sen 
megdrágítja a módszert, mivel ebben az esetben fluoreszcens jel detektálására alkalmas 
gélszkennerre is szükség van és a foltok kivágása sem egyszer , mivel szabad szemmel nem 
láthatók a fluoreszcensen jelölt fehérjék. 
 
3.4.3.4 A fehérjeazonosítás módszerei 
 
A fehérjék elektroforetikus elválasztása és festése után a különböz  gélek 
összehasonlítása szoftverek segítségével történhet. Az egyik legelterjedtebb (és általunk is 
használt) program a PDQuest (Bio-Rad). Ezzel a szoftverrel elvégezhet  a háttér kivonása, 
normalizálás több algoritmus segítségével, a foltok automatikus felismerése és a különböz  
gélekben talált foltok párosítása, valamint azok megszámolása és a folt denzitása alapján 
mennyiségi meghatározásra is lehet ség nyílik. 
A klasszikus proteomikai módszer esetén a szoftveres analízissel kiválasztott fehérjéket 
kivágjuk a gélb l és proteázzal (leggyakrabban tripszinnel) történ  emésztést követ en 
tömegspektrometriás módszerrel analizáljuk. Az adatbázisban történ  kereséskor két módszert 
használnak leggyakrabban: PMF (Peptide Mass Fingerprint), amellyel a mérés során kapott 
m/z értékek alapján próbálják azonosítani a fehérjét; a másik lehet ség az MS/MS adatok 
alapján történ  fehérjeazonosítás. Utóbbi módszer alkalmazása csak akkor lehetséges, ha a 
méréseket izolálásra és fragmentálásra alkalmas készülékkel végeztük. 
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A fehérjék adatbázis alapján történ  azonosításakor az általunk kapott adatokat 
hasonlítjuk össze elméleti úton kiszámított tömegekkel. A keresés eredményeként egy sor 
olyan fehérjét kapunk, amelyekb l az általunk alkalmazott enzimek és módosítások után 
valamilyen mértékben hasonló m/z értékekkel rendelkez  peptidek keletkeznek. Ezeknek a 
fehérjéknek az adatai nem azonos mértékben illeszkednek az általunk mért m/z értékekhez; a 
hasonlóság mértékét a program a találathoz tartozó ”score” értékkel jellemzi. A keresés 
különböz  paraméterek beállításával sz kíthet : például beállíthatjuk azt, hogy milyen 
szervezetb l származó mintát vizsgálunk (taxonómiai azonosítás), illetve azt, hogy milyen 
enzimmel végeztük az emésztést, mekkora mérési pontatlanságot engedélyezünk stb. 
 
3.4.3.5 A fehérjék elválasztását követ  tömegspektrometriai analízis 
 
A tömeg alapján történ  analízis el feltétele, hogy a minták ionizálódjanak és így 
tömeg/töltés (m/z) arányuk alapján mozogjanak egy elektromos vagy mágneses térben. Ezért 
egy tömegspektrométernek rendelkeznie kell ionforrással, tömeg analizátorral és detektorral, 
amely érzékeli azt az iont, amely áthalad az analizátoron. A tömegspektrométer vázlatos 
elrendezését mutatja a 9. ábra 
 
 
9. ábra: A tömegspektrométert felépít  egységek és azok elrendezése 
  
A proteomikai vizsgálatokhoz leggyakrabban ESI (electrospray ionization)113 vagy 
MALDI (matrix-assised laser desorption ionization)114 módszert alkalmaznak az ionizálásra. 
(Ezeket lágy ionizációs módszereknek is nevezik.115) 
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Az ESI esetén feszültség hatására a mintából finom spray vagy cseppek keletkeznek. 
Ezek a nanométeres méret  cseppek, amelyek gyakran többszörösen töltöttek, az ionizációt 
követ en lépnek be az analizátorba.113 
MALDI módszer alkalmazásakor a mintát együtt kristályosítják szerves, fénymegköt  
mátrixszal (ilyen például az -ciano-4-hidroxi-fahéjsav). A lézer alkalmazásakor a peptidek 
ionizálódnak és gáz fázisúvá alakulnak.116 
Az, hogy milyen analizátort használunk, befolyásolja az érzékenységet és a felbontást, 
továbbá azt is, hogy lehetséges-e MS/MS spektrum felvétele.115,117,116 A 
tömeganalizátoroknak alapvet en négy típusát használják proteomikai kutatások esetén: 
ioncsapda, TOF (time-of-flight), kvadrupol és FT-ICR (Fourier Transformation-ion Ciclotron 
Resonance). Ezek közül mindegyiknek megvan a maga el nye és hátránya is. Az ioncsapda 
el nye például, hogy lehet vé teszi az ionok izolálását és fragmentálását és így az MS/MS 
analízist, mindemellett olcsó (a többihez viszonyítva) és érzékeny. Hátránya a viszonylag kis 
tömegpontosság. Az FT-ICR el nye a nagy érzékenység, felbontás és tömegpontosság. 
Hátránya, hogy költséges a fenntartása és alacsony a peptid-fragmentációs hatékonysága. 
A MALDI ionforráshoz TOF analizátort kapcsolnak leggyakrabban, míg az ESI-hez 
többnyire ioncsapdát. 
 
3.4.4 Az antraciklinekkel kapcsolatos proteomikai vizsgálatok irodalma 
 
Az antraciklinekkel kapcsolatos proteomikai vizsgálatoknak többféle célja lehet. Ezek 
egy része azzal foglalkozik, hogy meghatározza, milyen fehérjék vesznek részt a rezisztencia 
kialakításában. A másik nagy területe az antraciklinek hatásával kapcsolatos kutatásoknak 
annak meghatározása, hogy mely fehérjék expressziója változik meg a kezelés hatására. Több 
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2. táblázat: Antraciklinekkel kapcsolatos proteomikai vizsgálatok irodalmának összefoglalása
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A rezisztencia kérdése azért fontos ebben a témában, mert ahogyan azt a daunomicinnel 
kapcsolatos részben említettem, ez az egyik ok, ami korlátozza az antraciklinek klinikumban 
történ  alkalmazhatóságát. A multidrog rezisztencia többkomponens  jelenség, így 
valószín leg több fehérje expressziója eltér  lehet egy rezisztens sejtben egy érzékeny sejthez 
képest. Ezt a különbséget kezdte tanulmányozni Shen és kutatócsoportja K562 és K562/ADM 
sejteken (az ADM rövidítés itt az adriamicinre = doxorubicinre utal; a K562 adriamicinre 
érzékeny, míg a K562/ADM rezisztens). A különbségek detektálására 2D-DIGE 
(kétdimenziós differenciál gélelektroforézis) módszert használtak tömegspektrometriával 
párosítva. A kísérletek eredményeként kilenc olyan fehérjét találtak, amelyek eltér  
mértékben expresszálódnak rezisztens és szenzitív sejtekben. Ezek közül három fehérje 
expressziója magasabb szint  volt a rezisztens sejtekben, haté pedig alacsonyabb.118 Ehhez 
hasonló vizsgálatokat tüd  tumorsejteken is végeztek szintén adriamicin rezisztens és 
szenzitív sejtekkel (DKLP sejtekkel) ugyancsak 2D-DIGE módszerrel. E vizsgálat során 80 
olyan fehérjét találtak, amelyek eltér  expressziós szintet mutattak a szenzitív és rezisztens 
sejtekben. 
Ezek között voltak olyanok, amelyek a rezisztenciával voltak összefüggésbe hozhatók és 
olyanok is, amelyek a DNS javításához szükségesek vagy az apoptózis elleni rezisztencia 
kialakításában játszanak szerepet.119 Yang és munkatársai is a rezisztenciában érintett fehérjék 
expresszióját kívánták tanulmányozni, de k gyomor eredet  tumorsejteken. Az alkalmazott 
módszer ebben az esetben 2D-gélelektroforézis volt, és a sejtek itt is adriamicinre voltak 
rezisztensek vagy érzékenyek. Az MS méréseket ESI-Q-TOF tömegspektrométerrel végezték 
és 16 fehérje expressziójában találtak különbséget.120 A példaként említett három esetben 
adriamicin rezisztens és szenzitív sejteket vizsgáltak, a különbség az volt, hogy az egyik 
esetben más módszereket alkalmaztak és mindhárom vizsgálatban más-más tumorsejteket 
használtak. Mivel azonban elég különböz  eredményre jutott a három kutatócsoport, 
feltehet , hogy a multidrog rezisztencia kialakulását jelent sen befolyásolja az is, hogy 
milyen sejtvonalat vizsgálunk. 
Az antraciklinekkel kapcsolatos proteomikai vizsgálatok másik ága a hatás révén 
kialakuló fehérjeszint  változások tanulmányozása. Az irodalomban els sorban 
doxorubicinnel (más néven adriamicinnel) kapcsolatos közlemények találhatók, de van példa 
daunomicinnel, illetve epirubicinnel121 kapcsolatos proteomikai tanulmányokra is. Az esetek 
többségében olyan fehérjék expressziójának változásáról számolnak be, amelyek a fehérjék 
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bioszintézisben, anyagcserében, sejtváz felépítésében vagy apoptózisban játszanak 
szerepet.121,103 
Doxorubicin hatására bekövetkez  fehérje szint  változásokat Hammer és munkatársai 
vizsgálták HepG2 humán hepatóma sejtvonalon. Módszereik között szerepelt gél alapú és gél-
mentes elválasztási módszer is, gél alapú módszerként DIGE technikát alkalmaztak. Az 
általuk alkalmazott gélmentes rendszer lényege az volt, hogy a sejteket stabil izotóppal jelölt 
aminosavakkal töltötték fel, majd elválasztást követ en analizálták a fehérjék mennyiségi 
különbségeit az eltér  módon kezelt minták esetén (SILAC módszer). El bbi módszerrel 
1835, utóbbival pedig 1300 különböz  fehérje vizsgálatát végezték el. Olyan fehérjét, amely 
mindkét módszer szerint különbözött a kezelt és a kontroll mintában 155-öt találtak. A 
legnagyobb mennyiségi különbséget a DNS-replikációban és a fehérjeszintézisben részt vev  
fehérjék esetén találták; ezek expressziója a kezelés hatására lecsökkent. Ezzel szemben a 
DNS hibajavításban, az oxidatív stressz elleni védelemben résztvev  fehérjék expressziója 
magasabb volt a kezelt sejtekben. (A doxorubicin koncentrációja 0,1 és 10 μM között, a 
kezelési id  pedig 24 és 72 óra között volt. Azonban ebben a kísérletben a 10 μM-os 
doxorubicin koncentráció alkalmazása esetén is csak a sejtek 42%-a pusztult el.)103 
Jiang és munkatársai mitokondriális fehérjék expressziójának változását kívánta 
meghatározni doxorubicin kezelést követ en 2D-DIGE és ESI-MS/MS módszerekkel. 
Különbséget találtak 37 fehérje expressziójában a kontroll és a doxorubicinnel kezelt minták 
között, ezek közül 34 fehérje mennyisége alacsonyabb, 3 fehérje mennyisége pedig magasabb 
volt a kezelt mintákban a kontrollhoz képest. Ezek a fehérjék f leg a DNS hibajavításában, 
redoxi folyamatokban, sejtciklus szabályozásban, oxidatív foszforilációban vesznek részt, de 
vannak köztük h sokk fehérjék, illetve transzporterek és ioncsatorna fehérjék is.122 
MCF-7 humán eml tumor sejteken több csoport is vizsgálta a doxorubicin 
fehérjeexpresszióra kifejtett hatását.125,123 Chen és csoportja 0,1 μM-os koncentrációban 
alkalmazta a doxorubicint, amely két nap elteltével differenciációhoz hasonló fenotípus 
változást okozott a sejteken. Egy h sokk fehérje (HSP27) három izoformájának 
expressziójában bekövetkez  csökkenést mutattak ki a kezelés hatására.123 
A doxorubicinnel végzett vizsgálatokhoz képest viszonylag kevés a daunomicinnel 
történ  kezelés hatására bekövetkez  fehérje szint  változásokról szóló publikációk száma. 
Az egyik ezek közül hasnyálmirigy tumorokkal foglalkozik, melyr l ismert, hogy könnyen 
kemorezisztenssé válik a citotoxikus anyagok hatására, ezért az esetek jelent s részében a 
terápia hatástalan. Hasnyálmirigy tumorsejtekb l daunomicinnel történ  folyamatos kezelést 
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követ en fehérjét izoláltak és 2D-gélelektroforézissel választották el ket. Számos fehérje 
koncentráció függ  expressziónövekedését figyelték meg a kezelés hatására.124 
Összességében elmondható, hogy az antraciklinekkel történ  kezelést követ en 
általában olyan fehérjék expressziójának változásáról számolnak be, amelyek a fehérjék 
bioszintézisében, anyagcserefolyamatokban, sejtváz felépítésében, a DNS javításában, a 
sejtciklus szabályozásában, oxidatív foszorilációban vagy apoptózisban játszanak szerepet, de 
akadnak köztük h sokk fehérjék, transzporterek és ioncsatorna fehérjék is. Az irodalmi 
áttekintésb l látható, hogy a daunomicin fehérje szint  hatásával viszonylag kevés publikáció 
foglalkozik. Doktori munkám során a daunomicin, illetve az általunk el állított daunomicin-
konjugátumok protein expresszióra gyakorolt hatását vizsgáltuk HL-60 sejteken. 
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4 CÉLKIT ZÉSEK 
 
Doktori munkám során tumorellenes szerek peptid konjugátumainak el állítását 
terveztem azzal a céllal, hogy a konjugátumok a szabad hatóanyag hatásával rendelkez  vagy 
azt meghaladó aktivitást mutassanak és/vagy kevesebb mellékhatással rendelkezzenek. 
A konjugátumokban hatóanyagként daunomicint vagy pemetrexedet, hordozó 
molekulaként pedig olyan peptideket kívántunk alkalmazni, amelyek feltehet en eltér  
mechanizmussal jutnak be a sejtekbe. Daunomicin-konjugátumok esetén hordozó 
molekulaként a sejtpenetráló peptidek közé tartozó oligoarginin peptideket, továbbá 
gonadotropin-releasing hormont (GnRH-III) és a bizonyos tumorsejtekhez specifikusan 
köt d  LTVSPWY szekvenciájú peptidet kívántunk használni. A pemetrexedet szintén 
oligoragininhez és/vagy a szelektinekhez köt d  IELLQAR szekvenciájú peptidhez terveztük 
kapcsolni. Az alábbi konjugátum típusok el állítását terveztük: 
a) daunomicin-oligoarginin konjugátumok többféle kötéstípussal és különböz  hosszúságú 
oligoarginin alkalmazásával 
b) daunomicin-LTSVPWY konjugátum 
c) daunomicin-GnRH-III konjugátumok különböz  távtartó egységek beépítésével (YRRL 
vagy GFLG), illetve ezek használata nélkül 
d) oligoarginin és/vagy IELLQAR peptidet tartalmazó pemetrexed-konjugátumok 
 
Célom volt továbbá a létrehozott konjugátumok kémiai jellemzése és biológiai 
tulajdonságainak meghatározása. Az el zetes kutatási tervnek megfelel en munkám célja 
els sorban a konjugátumok biológiai hatásának in vitro körülmények közti tanulmányozása 
volt. 
a) Meg kívántam határozni, hogy a daunomicin-oligoarginin konjugátumokban lév  arginin 
egységek száma, valamint a daunomicin és az oligoarginin közti kötés típusa hogyan 
befolyásolja a konjugátumok fluoreszcens tulajdonságait, stabilitását, sejtbejutási képességét 
és in vitro citosztatikus hatását. 
b) Tanulmányozni kívántam a daunomicin-LTVSPWY konjugátum stabilitását különböz  
körülmények között, továbbá a konjugátum sejtbejutását és in vitro citosztatikus hatását is. 
Azonosítani kívántam a lizoszomális emésztés során létrejöv  metabolito(ka)t, illetve a DNS-
hez történ  köt dés mértékét. 
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c) A daunomicin-GnRH konjugátumok esetén vizsgálni kívántam, hogy a beépített távtartó 
egység hogyan befolyásolja a konjugátum in vitro citosztatikus hatását, valamint azt, hogy a 
konjugátumokból lizoszomális emésztést követ en milyen metabolitok keletkezhetnek. A 
metabolitok azonosítását követ en célom volt, hogy az el állított modellvegyületek 
segítségével meghatározzam, melyik milyen mértékben köt dik a DNS-hez. 
d) A pemetrexed-tartalmú konjugátumok esetén azt kívántam meghatározni, hogy van-e 
különbség a különböz  célbajuttató egységet tartalmazó konjugátumok in vitro citosztatikus 
hatásában. 
 
A fentieken kívül szerettem volna meghatározni, hogy a daunomicin, illetve annak egy 
vagy néhány konjugátuma a kezelt sejteken milyen fehérje szint  változásokat okoz. Ehhez a 
leghatékonyabb daunomicin-konjugátumo(ka)t terveztem kiválasztani. A proteomikai 
vizsgálatok elvégzéséhez meg kívántam határozni az egyes anyagok esetén az optimális 
kezelési id t és koncentrációt. Ezt követ en a kezeletlen, a daunomicinnel, illetve a 
konjugátummal kezelt sejtekb l fehérjét terveztem izolálni. Az így nyert fehérjék 
felhasználásával kívántam meghatározni, hogy mely fehérjék expressziója változik az egyes 
kezelések hatására. Ez azért lehet fontos információ, mert azok a fehérjék, amelyek 









A kísérletek során felhasznált anyagok a 3. táblázatban láthatók. 
 
Elnevezés Rövidítés Gyártó cég 
1,2-etánditiol EDT Fluka, Svájc 
1,4-ditio-DL-treitol DTT Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-én DBU Fluka, Svájc 
1-hidroxibenztriazol HOBt Fluka, Svájc 
2-amino-2-hidroximetil-propán-1,3-diol Tris Roth, Németország 
3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonium]-
1-propánszulfonát 
CHAPS Roth, Németország 
3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-2,5-difenil-
tetrazólium bromid 
MTT Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
acetonitril  Merck Kft., Magyarország 
aminosav származékok  
Reanal Finomvegyszergyár, 
Magyarország 
BCA esszé kit  Pierce, Rockford, USA 
CaCl2.2H2O  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 












DMEM sejttenyészt  médium  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
etiléndiamin-tetraecetsav EDTA Fluka, Svájc 
fenol  Fluka, Svájc 
glicerol  Roth, Németország 
glutamin  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
glükóz  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
HEPES  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
IPG gélcsíkok (pH 3-10 NL, 17 cm)  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA 
KCl  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
KH2PO4  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
magzati borjúszérum FCS Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
MgCl2.6H2O  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
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Elnevezés Rövidítés Gyártó cég 




Na2HPO4.7H2O  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
NaCl  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
NaHCO3  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
nátrium-dodecilszulfát SDS Roth, Németország 
nem eszcenciális aminosavak NEAA Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
piperidin  Fluka, Svájc 
proteáz inhibitor koktél  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
Rink-Amid MBHA gyanta  NovaBiochem, Svájc 
RPMI-1640 sejttenyészt  médium  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
servalyt  Roth, Németország 
tiourea  Roth, Németország 
trifluorecetsav TFA Fluka, Svájc 
tripszin (gélb l emésztéshez)  Promega, Németország 
tripszin (sejttenyésztéshez)  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
Triton-X100  Sigma-Aldrich Kft., Magyarország 
urea  Roth, Németország 
 
3. táblázat: A kísérletek során felhasznált anyagok és azok származási helye 
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A mérések során használt pufferek összetételét a 4. táblázat mutatja. 
 
Puffer neve Összetétele 
150 mM NaCl 
1% Triton-X100 
5 mM EDTA (pH=8,0) 
10 mM Tris-HCl (pH=7,4) 
5 mM DTT 
lízis puffer 
proteáz inhibitor koktél 
7M urea 
2 M tiourea 
4% CHAPS 
40 mM Tris 
2% servalyt pH 3-10 (v/v %) 
rehidratáló puffer 
DTT (6 mg/ml) 
6 M urea 
2% SDS 
30% glicerol 
2,5 mM Tris-HCl 
I. ekvilibráló puffer 
1,7 % DTT 
6 M urea 
2% SDS 
30% glicerol 
2,5 mM Tris-HCl 
II. ekvilibráló puffer 
2,5 % jódacetamid 
30,25 g Tris 
144 g glicin 
10% SDS 
Futtató puffer (10x töménység ) 
desztillált víz (1 literre feltölteni) 
2 g KCl 
2 g KH2PO4 
80 g NaCl 
22 g Na2HPO4.7H2O 
PBS (10x töménység ) 











Puffer neve Összetétele 
1,823 g glükóz 
0,841 g NaHCO3 
7,012 g NaCl 
9 ml 1M-os HEPES 
0,374 g KCl 
173,4 mg MgCl2.6H2O 
7,855 mg CaCl2.2H2O 
1,349 g Na2HPO4.7H2O 
HPMI 
desztillált víz (1 literre feltölteni) 
 
4. táblázat: A mérésekhez használt pufferek összetétele 
 
5.2 Az in vitro vizsgálatok során alkalmazott sejtek és azok fenntartása 
 
Doktori munkám során tumorellenes vegyületek hatását vizsgáltam különböz  
tumorsejtvonalakon, amelyek fenntartása a körülmények tekintetében azonos volt (37°C, 5% 
CO2). Azonban az egyes sejttípusoknak más-más a tápanyag igénye, így azokat különböz  
sejttenyészt  médiumban tartottam fenn. 
Az 5-ös számú táblázat tartalmazza a vizsgált sejtvonalak nevét, ATCC számát és azt, 
hogy milyen összetétel  sejttenyészt  médiumot alkalmaztam, valamint, hogy melyik 
publikációban szerepelnek el ször. 
A 10. ábra az általunk alkalmazott tumorsejtekr l készült fénymikroszkópos 
felvételeket mutatja. A kísérletekben használt sejtek között vannak letapadó (HepG2, MCF-7, 
HT-29, NCI-H358, SK-BR-3) és szuszpenziós (HL-60) sejtek, illetve eredetüket tekintve 
















RPMI-1640, 10% FCS, 2 mM 
glutamin, 160 mg/ml gentamicin 
HepG2 127 humán hepatóma HB-8065 
RPMI-1640, 10% FCS, 2 mM 
glutamin, 160 mg/ml gentamicin 
MCF-7 128 
humán eml  
adenokarcinóma 
HTB-22 
DMEM , 10% FCS, 2 mM glutamin, 






RPMI-1640, 10% FCS, 2 mM 





RPMI-1640, 10% FCS, 2 mM 
glutamin 
SK-BR-3 131 
humán eml  
adenokarcinóma 
HTB-30 
DMEM , 10% FCS, 2 mM glutamin, 
1 mM piruvát, NEAA, 160 mg/ml 
gentamicin 
 
5. táblázat: A biológiai vizsgálatok során alkalmazott sejtvonalak és azok fenntartásához 





10. ábra: A vizsgálatokhoz használt sejttípusok fénymikroszkópos képe: A: HL-60; B: HepG2; 




5.3 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum el állítása 
 
5.3.1 Az NH2-O-CH2-CO-LTVSPWY-NH2 el állítása 
 
Az LTVSPWY heptapeptidet szilárdfázisú peptidszintézis módszerével Fmoc-Rink-
Amid MBHA gyantán (0,65 mmol/g) Fmoc/tBu stratégiával állítottam el . A szintézishez a 
következ  oldallánc-védett aminosav származékokat használtam: Tyr(tBu), Trp(Boc), 
Ser(tBu), Thr(tBu). A szintézis egy ciklusát a 6. táblázat mutatja be. 
 
M velet Reagens/Oldószer Id tartam (perc) 
Gyanta mosása 3 x 2-5 ml DMF 3 x 1 
Fmoc véd csoprt eltávolítása 
4 x 2-5 ml hasítóelegy (piperidin:DBU:DMF 
= 2:2:96 v/v elegy) 
2+2+5+10 
Gyanta mosása 5 x 2-5 ml DMF 5 x 1 
Kapcsolás 
3 ekvivalens* Fmoc-aminosav származék, 3 
ekvivalens* DIC, 3 ekvivalens* HOBt 
NMP-ben oldva 
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Gyanta mosása 5 x 2-5 ml DMF 5 x 1 
Kapcsolási reakció követése ninhidrin vagy izatin teszt    
 
6. táblázat: Az Fmoc/ tBu stratégia szerint végzett peptidszintézis egy ciklusának menete. 
(* gyantakapacitásra számított mennyiség) 
 
A védett peptidr l lehasítottam az Fmoc véd csoportot piperidin/DBU/DMF (2 : 2: 96 
v/v) elegyével (a hasítást négyszer ismételtem: 2+2+5+10 percig). Ezután DIC/HOBt 
kapcsolószerekkel Boc-aminooxiecetsavat kapcsoltam a szabad N-terminálissal rendelkez  
peptidhez. A kapcsolást 60 percig végeztem. A peptid-származékot lehasítottam a gyantáról 
TFA/H2O/tioanizol/EDT/fenol (10 ml : 0,5 ml : 0,5 ml : 0,25 ml : 0,75 g) keverékével (2h, 
RT). A gyanta kisz rését követ en a peptid-származékot hideg éterrel kicsaptam, majd mosás 
és centrifugálás után a csapadékot 0,1% TFA-t tartalmazó vizes oldatban liofilizáltam. Az így 





5.3.2 Az NH2-O-CH2-CO-LTVSPWY-NH2 konjugálása daunomicinnel 
 
A peptid-származék és a daunomicin konjugálását 0,2 M NaOAc/AcOH puffer  (pH = 
5,0) és  DMSO (85:15 v/v%) keverékében végeztem. A daunomicinb l és a peptid-
származékból ekvivalens mennyiséget (0,044 mmol) oldottam fel a fenti reakcióelegyben, 
melyet ezután szobah mérsékleten kevertettem 24 órán át. A reakció követését analitikai RP-
HPLC-vel végeztem (Knauer, Bad Homburg, Germany). Ehhez Eurospher-100 C18 oszlopot 
használtam (250×4 mm, 5 μm, 300 Å) (Knauer, Bad Homburg, Germany). Az analitikai RP-
HPLC esetén a 7. táblázatban látható paramétereket alkalmaztam. A folyási sebesség 1 
ml/perc volt, az injektált mennyiség pedig 20 μl. 
 
"A" eluens 0,1% TFA vízben 
"B" eluens 0,1% TFA acetonitril/víz = 80/20 (v/v) elegyben 
Gradiens 10% „B” 5 percig, majd 10-80% „B” 50 perc alatt 
Detektálási hullámhossz 214 nm 
 
7. táblázat: Az analitikai RP-HPLC paraméterei 
 
5.4 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum tisztítása 
 
A konjugátumot szemipreparatív RP-HPLC-vel tisztítottam. Ehhez C18 Phenomenex 
Jupiter oszlopot használtam (250×10 mm, 10 μm, 300 Å) (Torrance, CA, USA). A gradiens 
és az eluensek megegyeztek a 7. táblázatban leírtakkal. Egyszerre 6 mg mintát injektáltam 2 
ml „A” eluensben oldva (sz rést követ en). Folyási sebesség: 4 ml/perc. A tisztított 
konjugátumot liofilizáltam, kémai jellemzése analitikai RP-HPLC, ESI-MS és aminosav 
analízis módszerekkel történt. 
 
5.5 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum stabilitásának meghatározása 
különböz  kémhatású oldatokban 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 stabilitását 0,1 M-os nátrium-citrát/citromsav oldatokban 
határoztam meg (pH=2,5; 5,0 vagy 7,0; a konjugátum végkoncentrációja 1 mg/ml) analitikai 
RP-HPLC használatával (Knauer, Bad Homburg, Germany). Ehhez Eurospher-100 C18 
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oszlopot használtam (250×4 mm, 5 μm, 300 Å) (Knauer, Bad Homburg, Germany). A 
módszer beállításai ebben az esetben is megegyeztek a 7. táblázatban látható paraméterekkel. 
A folyási sebesség 1 ml/perc volt, az injektált mennyiség pedig 20 μl. 
 
5.6 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum stabilitásának meghatározása 10% 
szérumtartalmú médiumban 
 
A konjugátum in vitro citosztatikus hatását és sejtbejutását is vizsgálni kívántam, 
azonban ehhez fontos volt megvizsgálni, hogy olyan körülmények között, ahogyan az anyag a 
sejtekre kerül, nem bomlik-e el miel tt a sejtek felvehetnék. Ezért a konjugátumot DMSO-
ban, illetve 10% magzati borjúszérumot tartalmazó RPMI-1640 sejttenyészt  médiumban 
oldottam fel úgy, hogy a végs  koncentráció 1 mg/ml legyen. A konjugátum stabilitását 24 
órán keresztül vizsgáltam analitikai RP-HPLC-vel (Knauer, Bad Homburg, Germany). Ehhez 
Eurospher-100 C18 oszlopot használtam (250×4 mm, 5 μm, 300 Å) (Knauer, Bad Homburg, 
Germany). A beállítások megegyeztek a 7. táblázatban látható beállításokkal. A folyási 
sebesség 1 ml/perc volt, az injektált mennyiség pedig 20 μl. 
 
5.7 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 és a GnRH-III-tartalmú daunomicin-konjugátumok 
lebomlásának jellemzése patkány máj lizoszóma homogenátumban 
 
5.7.1 Lizoszóma preparátum el állítása patkány májból 
 
A lizoszóma preparálást Dr. Fellinger Erzsébettel végeztem (ELTE Anatómiai, Sejt- és 
Fejl désbiológiai Tanszék). 
A kísérlethez két hím patkány máját eltávolítottuk és kétszeres térfogatú jéghideg 0,3 
M-os szacharóz oldatban homogenizáltuk. A homogenizálást 15 g-vel 10 cikluson keresztül 
végeztük. Az így kapott homogenátumot háromszorosára hígítottuk 0,3 M-os szacharóz 
oldattal. Ezt követ en a homogenátumot 700 g-vel 10 percig centrifugáltuk, így a sejtmagok 
és a sejttörmelék a pelletbe került. A felülúszót mostuk 0,3 M-os szacharóz oldattal, majd 
centrifugáltuk 10000 g-vel 10 percig, amelyet követ en a lizoszóma-mitokondrium frakció a 
pelletben található. Ezt újra homogenizáltuk 20 ml CaCl2-ot tartalmazó 0,3 M-os szacharóz 
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oldatban (a CaCl2 végkoncentrációja 1 mM). Az így kapott oldatot 5 percig 37°C-on tartottuk, 
majd 20 ml 50%-os percollt adtunk az oldathoz és centrifugáltuk azt 10000 g-vel 10 percig. A 
felülúszót eltávolítottuk, a pelletet pedig újraszuszpendáltuk 0,3 M-os szacharóz oldatban és 
ismét centrifugáltuk 10000 g-vel 10 percig. Az így kapott sötétbarna szín  csapadék a 
lizoszóma frakció, amelyet a jobb kezelhet ség érdekében tovább hígítottunk 0,3 M-os 
szacharóz oldattal 1:2 arányban. A lizoszóma preparátumban történ  emésztést megel z en a 
preparátum fehérje koncentrációját BCA-teszttel határoztuk meg, amely 16,6 μg/μl volt. 
 
5.7.2 A konjugátumok bomlástermékeinek azonosítása 
 
Ezeket a méréseket a Konstanzi Egyetemen Dr. Marilena Manea és Dr. Andreas 
Marquardt segítségével végeztem el. A stabilitás meghatározása érdekében a vizsgálni kívánt 
konjugátumokból 10 μg/μl-es oldatot készítettünk desztillált vízben. Ezt követ en a 
konjugátumokat százszorosára hígítottuk 0,2 M-os nátrium-acetát pufferben (pH=5,0). Az így 
kapott oldatból és a lizoszóma preparátumból reakciókeveréket készítettünk úgy, hogy 100 μg 
lizoszóma homogenátumra 100 μg konjugátum jusson. Az így kapott reakcióelegyet 37°C-on 
inkubáltuk addig, amíg mintát vettünk bel le. Minden alkalommal 50 μl mintát vettünk az 
elegyb l és ahhoz a reakció leállítása céljából 5 μl ecetsavat adtunk. A mintavételezés a 
következ  id pontokban történt: 5 perccel, 1, 2, 4, 6, 8 és 24 órával a kísérlet kezdetét 
követ en. A reakció leállítása után a mintákat LC-MS-sel analizáltuk. Kontrollként olyan 
mintákat használtunk, amelyeket 0,2 M-os nátrium-acetát pufferben oldottunk és a lizoszóma 
preparátumot tartalmazó mintákkal azonos körülmények között tartottunk. A kontroll 
mintákból csak 5 perc, illetve 24 óra után vettünk mintát, mivel feltételeztük a korábbi 
vizsgálatok alapján, hogy konjugátumaink pufferben stabilak. Az LC-MS méréseket Agilent 
1100 HPLC-rendszerrel összekapcsolt Bruker Esquire 3000 ioncsapdás ESI-MS készüléken 
végeztük (Bruker Daltonics, Bremen, Németország). 
 
5.8 A daunomicin-konjugátumok abszorpciós tulajdonságai 
 
A konjugátumok abszorpciós és fluoreszcens tulajdonságait Dr. Csík Gabriella 
egyetemi docens (Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugárbiológiai Intézet) segítségével 
határoztam meg. 
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A daunomicin-származékok, valamint a DNS-t és daunomicin-származékot is 
tartalmazó oldatok abszorpciós spektrumait Cary 4E spektrofotométer segítségével vettük fel 
(Varian, Mulgrave, Ausztrália). A spektrumok felvételéhez 10 μM-os koncentrációt 
alkalmaztunk, a daunomicin-származékokat Tris pufferben (pH=7,4) oldottuk fel. A puffer 
összetétele: 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl. 
 
5.9 A daunomicin-konjugátumok emissziós tulajdonságai 
 
A daunomicin-származékok emissziós spektrumainak felvételéhez FluoroLog-3 
spektrofluorométert (Jobin Yvon, Longjumeau, Franciaország) használtunk. Az oldatok 
koncentrációja és az alkalmazott puffer megegyezett az abszorpciós spektrumok felvételénél 
leírtakkal. 
A mintákat 488 nm-en gerjesztettük. A gerjesztési hullámhossz kiválasztását az 
indokolta, hogy az áramlási citometriás méréseknél ezt a gerjesztési hullámhosszt tudtuk 
alkalmazni. A daunomicin-származékok emisszióját 495 és 800 nm között rögzítettük. 
 
5.10 A daunomicin és származékainak köt dése kett s szálú DNS-hez 
 
A daunomicin és származékainak köt dését DNS-hez fluoreszcencia emissziós 
spektrumaik felhasználásával vizsgáltuk. Meghatároztuk a daunomicin-származékok integrált 
fluoreszcencia intenzitását DNS jelenlétében (I) és DNS-mentes oldatban (I0). Kiszámítottuk 
a mindenkori szabad Dau-származék koncentrációját az alábbiak szerint:  
 
cszabad = ct(I/I0-P)/(1-P) 
 
ahol ct a vizsgált anyag koncentrációja az oldatban, P a kötött és a szabad daunomicin-
származék fluoreszcenica kvantumhatásfokának hányadosa.132 P értékét a I /I0 hányadossal 
közelítettük, ahol I0 a szabad, I  pedig a kötött vegyület fluoreszcencia intenzitása. Ez utóbbit 
a DNS hozzáadásakor tapasztalható intenzitás változás telítési értékéb l számoltuk ki. A ckötött 
értékét ezután ct és cszabad különbségeként határoztuk meg. 
A köt dési állandót a mindenkori ckötött és cszabad ismeretében számítottuk ki McGhee és 
























r =  
n pedig a kizárási paraméter a bázispárokban (r telítési értéke). 
A bázispárok mindenkori koncentrációját a DNS 260 nm-en mért abszorbanciájából 
határoztuk meg.  
 
5.11 In vitro citosztatikus hatás és citotoxicitás meghatározása MTT-teszttel 
 
A sejtvonalak, illetve a kezelési id  kiválasztásánál figyelembe vettem, hogy milyen 
célbajuttató egységet, illetve hatóanyagot tartalmaz az adott konjugátum. Azt, hogy mely 
származékokat milyen sejtvonalon vizsgáltam, a függelék 1. számú táblázatában foglaltam 
össze. 
Az el állított konjugátumok és a hatóanyagok in vitro citosztatikus hatását, illetve egyes 
esetekben in vitro citotoxicitását MTT-teszttel határoztam meg.134,135,136 
Az in vitro citosztatikus hatás vizsgálatához a sejteket az 5. táblázatban megjelölt 
sejttenyészt  médiumban tartottam fenn. A kísérlet menetét a 11. ábra mutatja be 
sematikusan. 
A kísérletet megel z  napon a sejteket 96 lyukú lemezekbe osztottam ki (5000 sejt/ lyuk 
100 μl FCS-tartalmú médiumban). Az osztás után 24 órával 50 μl szérumtartalmú médiumot 
eltávolítottam, majd a kontroll sejtekre 150 μl szérummentes médiumot tettem, a kezelt 
sejtekre pedig 50 μl szérummentes médiumot és 100 μl kezel oldatot. A kezel oldatokat úgy 
készítettem el, hogy az anyagot szérummentes médiumban oldottam fel (vagy DMSO-ban 
oldottam és szérummentes médiummal hígítottam), ezt követ en pedig ebb l az oldatból 
további hígításokat végeztem szérummentes médiummal. Az anyagok végkoncentrációja a 
sejteken 2,56 x 10-4 és 100 μM között változott. Az in vitro citosztatikus hatás 
meghatározásához a kezelési id  letelte után (amely a GnRH-tartalmú konjugátumok esetében 
6, a többi vegyület esetében 3 óra volt) a sejteket kétszer mostam szérummentes médiummal, 
majd szérumtartalmú médiumot tettem rájuk és 72 órán át 37°C-on inkubáltam ket. 72 óra 
elteltével az anyagok citosztatikus hatását MTT-teszttel határoztam meg. Az in vitro 
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citotoxicitás megállapításához rögtön a kezelést követ en végeztem MTT-tesztet. Ennek 






11. ábra: Az in vitro citosztatikus hatás meghatározásának vázlatos áttekintése 
 
Az MTT-teszt lényege, hogy a 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólium bromidot 
(MTT) kizárólag az él  sejtek képesek átalakítani formazánná mitokondriális dehidrogenáz 
enzimük segítségével. Ennek eredményeként az eredetileg sárga reagensb l lila szín  
kristályok keletkeznek, amelyeket a 3,5 órás inkubációt követ en dimetilszulfoxidban 
(DMSO) oldottam fel és ELISA-reader (Labsystems MS reader, Finnország) segítségével 
meghatároztam az optikai denzitást 540 és 620 nm-en. A magasabb optikai denzitású minták 
több él  sejt jelenlétére utalnak, míg a világosabb minták jelzik, hogy ott az él  sejtek kisebb 
mennyiségben vannak jelen. A citotoxicitás %-ot vagy a citosztázis %-ot a következ  képlet 
segítségével határoztam meg: 
 
citotoxicitás % vagy citosztázis % = [1-(ODkezelt/ODkontroll)]×100 
 
Az így kapott citotoxicitás % vagy citosztázis % értékeket ábrázoltam a koncentráció 
függvényében és meghatároztam azt a koncentráció értéket, amely a sejtek 50%-át elpusztítja 
(citotoxicitás) vagy gátolja az osztódásban (citosztázis). Ez az érték az IC50. A kapott IC50 
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értékek alapján összehasonlíthatjuk a különböz  anyagok hatását: ugyanazon sejten minél 
kisebb az IC50, annál nagyobb az adott anyag citosztatikus hatása vagy citotoxicitása. 
 
5.12 A daunomicin-konjugátumok sejtbejutásának vizsgálata áramlási citometriával 
 
Ezekhez a mérésekhez lyukanként 105 sejtet osztottam ki 24 lyukú sejttenyészt  
lemezre. 24 óra elteltével a sejteket másfél, illetve hat órán át kezeltem az egyes daunomicin-
konjugátumokkal (azt, hogy melyik anyag esetén milyen kezelés id t célszer  alkalmazni, 
el kísérletek során határoztam meg). A kezeléshez használt konjugátumokat, illetve a 
daunomicint szérummentes médiumban oldottam fel úgy, hogy a végkoncentráció 0,8 és 100 
μM között legyen. Kontrollként olyan sejteket használtam, amelyeket azonos körülmények 
között, azonos ideig kezeltem szérummentes médiummal. A kezelést követ en a sejteket 
HPMI pufferrel mostam és 10 percig tripszinnel kezeltem ket azért, hogy a sejtek felszínéhez 
köt dött daunomicin-származékot eltávolítsam; így lehet ségem nyílt arra, hogy a mérés 
során valóban csak a sejt belsejébe jutott anyag fluoreszcenciáját detektáljam (a sejtek 
autofluoreszcenciáján kívül), amely alapján így valóban a sejtbejutás mértékér l kaphatunk 
információt. A tripszin hatását 10% FCS-t tartalmazó HPMI-vel állítottam le, majd a sejteket 
a lemezr l FACS-csövekbe tettem át. (A HPMI összetétele a 4. táblázatban látható.) 
Centrifugálást és mosást követ en a sejtekre HPMI oldatot tettem és mértem azok 
fluoreszcencia intenzitását BD LSRII áramlási citométerrel (BD Bioscience, San Jose, CA, 
USA). 
A kiértékelés során a kezeletlen kontroll sejtek autofluoreszcenciáját kivontam a kapott 
fluoreszcencia intenzitás értékb l. Az így kapott fluoreszcencia intenzitásból, illetve a 
kezeletlen kontroll sejteknél nagyobb fluoreszcenciával rendelkez  sejtek arányából 
következtethetünk a sejtbejutás mértékére. 
A mérés kiértékelése a FACSDiVa szoftver segítségével történt. A kiértékelés során a 






5.13 Proteomikai kísérletek a leghatékonyabb daunomicin konjugátumokkal és a 
szabad hatóanyaggal 
5.13.1 A fehérjeizolálást megel z  kezelés körülményeinek optimalizálása a proteomikai 
kísérletekhez 
 
Több konjugátum közül proteomikai vizsgálatok céljára kiválasztottuk azokat, amelyek 
in vitro citosztatikus és citotoxikus hatásukat tekintve a leghatékonyabbak voltak. A 
citotoxicitási adatokat figyelembe véve határoztam meg a fehérjeizolálást megel z  kezelés 
paramétereit. (6.1.3. fejezet.) 
 
5.13.2 Fehérjeizolálás HL-60 humán leukémia sejtekb l 
 
A kezelési id  elteltével a sejteket a tenyészt  lemezr l centrifugacs be tettem át, majd 
220 g-vel 5 percig centrifugáltam ket. A felülúszó eltávolítása után a sejteket mostam (PBS), 
majd lízis pufferrel lizáltam azokat (0°C). A lízis pufferb l 40 μl-t adtam 1 millió sejthez és a 
30 perces lízist követ en a mintákat centrifugáltam 16000 g-vel 20 percig 4°C-on. (A lízis 
puffer összetétele a 4. táblázatban látható.) A felülúszót ezután el h tött csövekbe tettem át, 
majd a mintákat további felhasználásig -80°C-on tároltam. 
 
5.13.3 A fehérjék kicsapása és újraoldása IPG gélek rehidratálásához 
 
A fehérjék kicsapását és az IPG gélek rehidratálást, valamint a további feldolgozási 
lépéseket a Konstanzi Egyetemen Dr. Marilena Manea segítségével végeztem (Analytical 
Chemistry and Biopolymer Structure Analysis, Department of Chemistry, University of 
Konstanz). A fenti módszerrel kapott felülúszó fehérjekoncentrációját több módszerrel is 
meghatároztuk (Bradford-módszer, illetve BCA-esszé). A BCA-esszével mért koncentrációt 
figyelembe véve 500 μg fehérjét tartalmazó fehérjeoldathoz ötszörös térfogatú jéghideg 
acetont adtunk. Ezt követ en a mintákat -28°C-on tároltuk 6-8 órán keresztül. Ezután 
centrifugáltuk ket 13000 g-vel 20 percig, majd a felülúszó eltávolítása után a csapadékot 
megszárítottuk nitrogén gázzal. Az így kapott fehérjecsapadékot mintánként 310 μl 
rehidratáló pufferben oldottuk fel újra. (A rehidratáló puffer összetétele a 4. táblázatban 
látható.) Miután a mintákhoz hozzáadtuk a rehidratáló puffert, szonikáltuk ket 10 percig 
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4°C-on, majd a buborékokat eltávolítottuk egy gyors centrifugálási lépéssel. Ezután a 
mintaoldatot felvittük egy olyan rehidratáló tálca lyukaiba, amelyben elfér a 17 cm 
hosszúságú IPG gélcsík (a kísérletekhez a Bio-Rad non-linear pH 3-10 17 cm-es gélcsíkjait 
használtuk; katalógusszám: 163-2009). A mintával való feltöltés után a gélcsíkokat a 
mintaoldatra helyeztük, majd 3 ml szilikonolajjal fedtük be ket és hagytuk, hogy a kiszárított 
gélcsíkok felszívják a fehérjetartalmú mintaoldatokat.  
 
5.13.4 A fehérjék elválasztása izoelektromos fókuszálással 
 
A fehérjéket tartalmazó gélcsíkokat a rehidratálás után mostuk desztillált vízzel, majd 
izoelektromos fókuszáló tálcába helyeztük azokat. A tálcát ezután a gélcsíkokkal együtt 
beillesztettük a Bio-Rad Protean IEF Cell készülékbe és az alábbi beállításokkal elvégeztük a 
fehérjék izoelektromos fókuszálását (IEF). (Természetesen ahhoz, hogy megtudjuk, az 
általunk készített mintákhoz milyen izoelektromos fókuszálási paraméterek ideálisak, több 
lehet séget is kipróbáltunk. Ebben a lépésben a maximális feszültség és az id  változtatásával 
optimalizáltuk az izoelektromos fókuszálás körülményeit.) 
Az optimalizált izoelektromos fókuszálás paraméterei a 8. táblázatban láthatók. 
 
 Feszültség (V) Id  (perc) 
1. 0-150 3 
2. 150 30 
3. 150-300 15 
4. 300 30 
5. 300-3500 150 
6. 3500 Addig, amíg az áramer sség legalább 90 percen keresztül állandó 
 





5.13.5 A minták el készítése SDS-poliakrilamid gélelektroforézishez: ekvilibrálási 
lépések 
 
Az izoelektromos fókuszálást követ en a gélcsíkokat kétféle ekvilibráló oldatba 
helyeztük, miel tt elkezdtük a fehérjék méret alapján történ  elválasztását. Az I. ekvilibráló 
oldatban, majd a II. ekvilibráló oldatban rázattuk a gélcsíkokat 20 percig, ezután mostuk 
azokat futtatópufferben. (Az ekvilibráló oldatok és a futtatópuffer összetétele a 4. táblázatban 
látható.) 
 
5.13.6 A fehérjék méret szerinti elválasztása SDS-PAGE módszerrel 
 
A fehérjék elválasztásához 20x20 cm-es 12%-os poliakrilamid géleket készítettünk. Egy 
gélhez 18 ml 4x-es gélpuffer (181,7 g Tris, 40 ml 10%-os SDS, MilliQ víz, pH=8.8; 
végtérfogat: 1 liter), 25,2 ml MilliQ víz, 28,8 ml akrilamid-biszakrilamid, 375 μl APS és 60 
μl TEMED szükséges. A géleket a polimerizáció bekövetkezése után további felhasználásig 
4°C-on tároltuk. A futtatás el tt a gélek felszínér l sz r papírral eltávolítottuk a felesleges 
folyadékot. 
Az ekvilibrálás után futtatópufferben megmosott gélcsíkokat a 20x20 cm-es gélek 
tetejére helyeztük, gondosan ügyelve arra, hogy ne kerüljön leveg buborék a gélcsík és a 
nagy gél közé. Ezután agarózzal befedtük a gélcsíkot, majd annak polimerizációját követ en a 
géleket egy futtatócellába, a futtatócellát pedig futtatókádba helyeztük. A futtatócellát és a 
kádat feltöltöttük futtatópufferrel és gondoskodtunk a gélek h tésér l. Ezt követ en gélenként 
25 mA áramer séggel megkezdtük a futtatást és ezt addig folytattuk, amíg a gélcsíkból a 
minták a nagy gélbe nem kerültek. Ezt követ en az áramer sséget növeltük és az elválasztást 
40 mA-rel végeztük addig, amíg a brómfenolkék sávja el nem érte a gél alsó szélét. A 
gélelektroforézishez a Bio-Rad Protean II ix készüléket használtuk. A futtatás után a géleket 
fixáltuk 12%-os TCA (triklórecetsav) oldatban 60 percen keresztül. 
 
5.13.7 A gélek festése 
 
A festéshez szükséges festékoldat elkészítéséhez három komponensre volt szükség: „A” 
pufferre, metanolra és 5% Coomassie Brillant Blue G250 oldatra. Az „A” puffer 10 % 
(NH4)2SO4-ot, 2 térfogat% H3PO4-at és MilliQ vizet tartalmaz (végtérfogat 1 liter). 320 ml 
56 
„A” pufferhez 8 ml 5%-os Coomassie Brillant Blue G250 oldatot kevertünk, majd fél óra 
elteltével hozzáadtunk 80 ml metanolt. Újabb fél óra keveredést követ en az így elkészített 
festékoldatba helyeztük bele a fixált géleket. A festékoldatot egy éjszakán át hagytuk a 
géleken, majd a háttérfest dés csökkentése érdekében metanol:víz (25:75) oldatra cseréltük le 
a festékoldatot és a megfelel  er sség  háttérfest dés elérésekor a géleket mostuk MilliQ 
vízzel. 
A kolloidális Coomassie festés alapja, hogy a festés során egyensúly alakul ki a 
kolloidális részecskék és az oldatban lév  festék részecskék között. Az alacsony 
koncentrációban jelenlév  oldott festék bejut a gélbe és megfesti els sorban a fehérjéket, míg 
a kolloidális részecskék kizáródnak a gélb l megakadályozva ezáltal a gélmátrix 
fest dését.137,111 
A különböz  minták összehasonlításához a géleket Bio-Rad GS800 kalibrált 
denzitométerrel szkenneltük be a Quantity One szoftver segítségével. A gélek 
összehasonlítását a Bio-Rad PDQuest 8 szoftverrel végeztük. A kiértékelés pontossága 
érdekében minden mintából két gélt futtattunk és az azonos foltban lév  fehérjék mennyiségét 
csak akkor fogadtuk el különböz nek, ha legalább kétszeres szignifikáns különbség volt 
kimutatható az egyes minták között. 
 
5.13.8 A kiválasztott foltok további analízise: gélb l emésztés és fehérjeazonosítás 
 
Az általunk kiválasztott fehérje foltokat szike segítségével kivágtuk, Eppendorf-
csövekbe helyeztük azokat és 15 percig mostuk MilliQ vízzel. Ezt követ en acetonitril:víz 
(3:2) oldatban rázattuk a géldarabkákat 30 percig. Ennek hatására a géldarabok 
összezsugorodnak és a bennük lév  festék „kizáródik” a gélb l. Az acetonitriles oldat 
eltávolítását követ en 20 mM-os NH4HCO3 oldatot adtunk a géldarabokhoz és 15 percig 
rázattuk azokat. Ett l a gélek ismét megduzzadtak. Ezt a két lépést többször ismételtük 
egymás után egészen addig, amíg az összes kék szín elt nt a géldarabokból. A géleket 
Speedvac készülékkel (Eppendorf, Németország) szárítottuk 30 percig, majd 50-50 μl tripszin 
oldatot (Promega) adtunk a kiszárított gélekhez; a tripszin végkoncentrációja 12,5 ng/μl volt. 
A géleket 45 percig hagytuk ebben a tripszin oldatban 0°C-on; ez alatt az id  alatt a tripszin 
bekerülhetett a gél pórusai közé, azonban hatást nem tudott kifejteni az alacsony h mérséklet 
miatt. 45 perc elteltével a tripszin oldatot eltávolítottuk a géldarabokról, NH4HCO3 oldatba 
helyeztük és 37°C-on tartottuk ket egy éjszakán át. (Ekkor a gél pórusaiban maradt tripszin 
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emésztette a gélben lév  fehérjéket.) Ezt az emésztési lépést követte a peptidek kinyerése a 
gélb l. Az elúcióhoz 0,1% TFA-t tartalmazó acetonitril-víz (3:2) oldatot használtunk, amelyet 
60 percre tettünk rá a géldarabokra rázatás mellett. Az egy óra leteltével a folyadékot új cs be 
tettük, majd a géldarabokhoz ismételten eluáló oldatot adtunk és ezt a lépést még kétszer 
megismételtük. Az így létrehozott mintákat liofilizálást követ en Dr. Andreas Marquadt 
választotta el és analizálta OrbiTrap (Thermo Scientific, Németország) nano LC-MS/MS 





6.1 Az oligoarginin tartalmú konjugátumok 
 
A daunomicin-oligoraginin konjugátumokat (12. ábra) Dr. Bánóczi Zoltán és Dr. 
Miklán Zsanett (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatócsoport) állította el . Azt vizsgáltam, hogy 
a konjugátum szerkezete és a citosztatikus hatása között milyen összefüggések állapíthatók 
meg: (i) az arginin egységek száma és (ii) a daunomicin és az oligoarginin közötti kötés típusa 
milyen hatással van az in vitro citosztatikus hatásra. Tanulmányoztam továbbá azt is, hogy a 




12. ábra: Daunomicin-oligoarginin konjugátumok szerkezete. A: Dau=Aoa-Argn-NH2; B: 




















































































A vizsgálatokhoz a következ  konjugátumok készültek: Dau=Aoa-R4, -R6 és -R8 
[Dau=N-O-CH2-CO-Argn-NH2], a Dau-hidrazon-R4, -R6 és -R8 [H-Glu(Argn-NH2)-NH-
N=Dau], a Dau-négyszögsav-R4, -R6 és -R8 [Dau-négyszögsav-Argn-NH2], valamint a Dau-
szukcinil-R4, -R6 és -R8 [Dau-Suc-R4, -R6 és -R8] konjugátumok. 
 
6.1.1 Az oligoarginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus hatása 
 
Kutatómunkám során többféle konjugátum in vitro citosztatikus hatását vizsgáltam 
különböz  tumorsejtvonalakon. A sejtvonalak, illetve a kezelési id  kiválasztásánál 
figyelembe vettem, hogy milyen célbajuttató egységet, illetve hatóanyagot tartalmaz az adott 
konjugátum. Azt, hogy mely származékok milyen sejtvonalon milyen mértékben voltak 
citosztatikusak, a függelék 1. számú táblázatában foglalom össze, de az alábbiakban 
csoportokra bontva is összehasonlítom az egyes konjugátumok in vitro citosztatikus hatását. 
Az oligoarginin-tartalmú konjugátumok esetén kapott IC50 értékek a 9. táblázatban 
szerepelnek.  
 
Vegyület IC50 ± s.d. (μM) 
 HepG2 HL-60 
Dau=Aoa-R4-NH2 22,98±3,28 2,07±0,94 
Dau=Aoa-R6-NH2 22,87±1,93 3,03±0,23 
Dau=Aoa-R8-NH2 27,11±1,00 5,57±0,48 
Dau-négyszögsav-R4-NH2 60,75±1,34 12,50±4,35 
Dau-négyszögsav-R6-NH2 28,42±0,00 5,20±1,38 
Dau-négyszögsav-R8-NH2 57,77±0,00 15,49±0,04 
Dau-hidrazon-R4-NH2 0,31±0,07 2,04±0,39 
Dau-hidrazon-R6-NH2 6,62±2,47 8,41±0,07 
Dau-hidrazon-R8-NH2 4,74±1,27 2,59±1,04 
Dau-Suc-R4-NH2 >100 30,24±4,78 
Dau-Suc-R6-NH2 >100 8,33±0,18 
Dau-Suc-R8-NH2 86,03±0,77 5,48±0,38 
Daunomicin 0,66±0,21 0,05±0,03 
 
9. táblázat: Oligoraginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus hatása 
HepG2 és HL-60 sejteken 
 
Az adatokból látható, hogy valamennyi daunomicin-oligoarginin konjugátum in vitro 
citosztatikus hatása jelent sebb volt HL-60 sejteken, mint HepG2-n. Ez talán a szukcinilezett 
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származékok esetén érzékelhet  legjobban, mert a három Dau-Suc konjugátum közül kett  
nem hatott a vizsgált koncentrációtartományban HepG2-n, és a Dau-Suc-R8-NH2 IC50 értéke 
is magas: 86,03 μM. Ugyanez igaz a daunomicinre, illetve a daunomicin-oxim 
konjugátumokra is, amelyek esetében a hatás mintegy tízszer jobb volt a leukémia sejtvonal 
(HL-60) esetén. 
Mindkét vizsgált tumorsejtvonal esetén a szukcinilezett és a négyszögsavas 
konjugátumok hatása volt a legkevésbé jelent s. A Dau-Suc-R4-NH2 és Dau-Suc-R6-NH2 
konjugátumok IC50 értéke HepG2 sejteken nem volt mérhet  a vizsgált 
koncentrációtartományban, a Dau-Suc-R8--NH2 konjugátumé 86,03 μM volt. HL-60 sejteken 
IC50 értékük 5,48 és 30,24 μM között volt (ebben az esetben a Dau-Suc-R6-NH2 és Dau-Suc-
R8-NH2 hatása nem volt rosszabb, mint a hatékonynak nevezhet  oxim-, illetve 
hidrazonkötést tartalmazó konjugátumoké). A négyszögsavas konjugátumok IC50 értéke 
HepG2-n 28,42 és 60,75 μM, míg HL-60-on 5,20 és 15,49 μM között van. Az, hogy ennek a 
két csoportnak a konjugátumai (Dau-négyszögsav-Argn-NH2 és Dau-Suc-Argn-NH2) kevésbé 
voltak citosztatikusak, mint a többi vizsgált konjugátum, alátámasztja azt az irodalmi adatot, 
mely szerint a daunomicin aminocsoportjának szabadnak kell lennie a hatás kifejtéséhez.25 
Ebben az esetben a daunomicin valószín leg nem tudott hatékony formában felszabadulni a 
sejtekben, ezért a citosztatikus hatás kevésbé kifejezett összehasonlítva a másik két csoport 
konjugátumainak hatásával. Legkisebb IC50 értéket a Dau-hidrazon-Argn-NH2 csoport esetén 
kaptunk (HepG2-n az IC50 értékük 0,31 és 6,62 μM, HL-60-on pedig 2,04 és 8,41 μM között 
volt). Az oxim-kötéssel rendelkez  konjugátumok HepG2 sejteken kevésbé voltak hatásosak, 
mint a hidrazon-kötést tartalmazó konjugátumok, viszont HL-60 sejteken ez a különbség nem 
volt jelent s (az oxim-kötés  konjugátumok IC50 értéke 2,07 és 5,57 μM között, míg a 
hidrazon kötést tartalmazó konjugátumoké 2,04 és 8,41 μM között volt). Ezek alapján 
elmondható, hogy a daunomicin és az oligoarginin közötti kötés típusa befolyásolja a 
tumorsejtekre kifejtett in vitro citosztatikus hatás mértékét: a hidrazon és oxim-kötést 
tartalmazó konjugátumok hatásosabbak voltak, mint a szukcinilezett vagy négyszögsavat 
tartalmazó származékok. 
Arra is kíváncsi voltam, hogy az arginin egységek száma hogyan befolyásolja a 
konjugátumok tumorsejtekre kifejtett hatását. Az oxim-kötést tartalmazó konjugátumok 
esetén nem volt jelent s különbség a négy, illetve a hat arginin egységet tartalmazó 
konjugátum in vitro citosztatikus hatásának tekintetében egyik vizsgált tumorsejtvonalon sem. 
Ugyanebben a csoportban a nyolc arginint tartalmazó konjugátum (Dau=Aoa-R8-NH2) kis 
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mértékben rosszabb hatást mutatott mind HL-60, mind HepG2 sejteken, mint a másik két 
oxim-kötést tartalmazó konjugátum, azonban ez a különbség nem volt jelent s. 
A négyszögsav tartalmú konjugátumok esetén a Dau-négyszögsav-Arg6-NH2 volt 
mindkét sejtvonalon a leghatásosabb, míg a Dau-négyszögsav-Arg4-NH2 és Dau-
négyszögsav-Arg8-NH2 in vitro citosztatikus hatása nem különbözött jelent sen sem HepG2, 
sem pedig HL-60 sejteken. 
A Dau-hidrazon-Argn-NH2 csoportban mindkét vizsgált sejtvonalon a Dau-hidrazon-R4-
NH2 volt a leghatásosabb (HL-60-on 2,04 μM;  HepG2-n 0,31 μM volt az IC50 értéke). 
Ugyanakkor HL-60 sejteken a másik két konjugátum hatása sem tért el jelent sen ett l, míg 
HepG2 sejteken a Dau-hidrazon-R6-NH2 és a Dau-hidrazon-R8-NH2 konjugátumok egy 
nagyságrenddel rosszabb hatást mutattak a négy arginin egységet tartalmazó társuknál. 
A Dau-Suc-Argn-NH2 konjugátumok közül mindkét vizsgált sejttípus esetén a nyolc 
arginin egységet tartalmazó bizonyult a leghatékonyabbnak. HepG2 sejtek esetén a négy, 
illetve hat arginin egységet tartalmazó konjugátumoknak egyáltalán nem volt citosztatikus 
hatása a vizsgált koncentrációtartományban, HL-60 sejteken viszont a Dau-Suc-R6-NH2 és a 
Dau-Suc-R8-NH2 közel azonos mértékben hatott, azonban a Dau-Suc-R4-NH2 hatása egy 
nagyságrenddel rosszabb volt. 
Ezek alapján elmondható, hogy az arginin egységek száma, a daunomicin és az 
oligoarginin közötti kötés típusa és a vizsgált sejtvonal együttesen befolyásolják a 
konjugátumok in vitro citosztatikus hatását. Azoknál a konjugátumoknál, ahol a daunomicin 
aminocsoportja szabadon maradt a konjugálás során (Dau-oxim-Argn-NH2 és Dau-hidrazon-
Argn-NH2), nem volt jelent s különbség a különböz  számú arginin egységet tartalmazó 
konjugátumok hatását tekintve HL-60 sejteken. Azokban az esetekben, ahol a konjugálás a 
daunomicin aminocsoportján keresztül történt (Dau-négyszögsav-Argn-NH2 és Dau-Suc-Argn-
NH2), a több arginin egységet tartalmazó konjugátumok voltak hatékonyabbak. 
Figyelembe véve a fenti eredményeket és azt, hogy a hidrazon-kötés  konjugátumok 
kevésbé stabilak, mint az oxim-kötés ek30 (f leg savas körülmények között), a fehérje 






6.1.2 Az oligoarginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok sejtbejutása 
 
E kísérletsorozatban arra kerestem a választ, hogy a daunomicin tartalmú konjugátumok 
sejtbejutási képessége hogyan függ a körülményekt l (pl. sejtvonal, koncentráció) és a 
konjugátumban található peptid hordozó tulajdonságaitól. A kísérleti munka során nyert 
eredményeket összevetettem a szabad daunomicin esetében tapasztaltakkal, és az egyes 
konjugátumok sejtbejutási képességét egymással is összehasonlítottam.  
A konjugátumok sejtbejutásának vizsgálatakor a daunomicin fluoreszcens tulajdonságát 
használtam ki. Amennyiben a szabad hatóanyag vagy a daunomicin-konjugátumok bejutottak 
a sejtbe, azok fluoreszcencia intenzitása megnövekedett, s ez tanulmányozható volt áramlási 
citometriás módszerrel. Mivel a fluoreszcencia intenzitás több komponensb l tev dik össze (a 
sejtek saját autofluoreszcenciája, a sejtek felszínéhez tapadt, továbbá a sejtbe bejutott 
fluoreszcens vegyületek fluoreszcenciája), ezért a mért értékeket korrigáltam a kísérleti 
részben leírtak szerint. Az így kapott fluoreszcencia intenzitásból, illetve a kezeletlen kontroll 
sejteknél nagyobb fluoreszcenciával rendelkez  sejtek arányából lehet következtetni a 
sejtbejutás mértékére. A kiértékelés során a daunomicin-pozitív sejtek százalékos arányát 
hasonlítottam össze a vizsgált anyagok esetén. 
Az oligoarginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok sejtbejutásának vizsgálatához 90 
perces kezelési id t alkalmaztam. A kezelési koncentráció c = 0,8-100 μM tartományban volt. 
A konjugátumok a legkisebb (c = 0,8 μM) koncentrációban nem jutottak be a sejtekbe, míg a 
legmagasabb  koncentrációban (c = 100 μM) valamennyi vegyület a sejtek közel 100%-ába 
bejutott, ezért az ebben a fejezetben leírt eredmények és következtetések az alacsonyabb  
koncentrációkra (c = 4 és c = 20 μM) vonatkoznak. A kezelést követ en kapott daunomicin-
pozitív sejtek százalékos arányát mutatják a 10-13. táblázatok. 
Az oxim-kötés  daunomicin-oligoarginin konjugátumok sejtbejutásának mértékét 
foglalja össze a 10. táblázat. 
E vegyületek közel azonos mértékben jutottak be HL-60 sejtekbe mindkét koncentráció 
alkalmazása esetén. Ezzel szemben HepG2 sejtekbe jóval kisebb mértékben jutottak be, és c = 
20 μM koncentráció alkalmazásakor jelent s különbséget láttunk a különböz  számú arginin 
egységet tartalmazó daunomicin-oxim konjugátumok sejtbejutási képességét tekintve. 
Legjobban a nyolc arginint tartalmazó, míg legkevésbé a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátum jutott 





Daunomicin-pozitív sejtek százalékos aránya 
(átlag± s.d.) 
 HL-60 HepG2 
  4 μM 20 μM 4 μM 20 μM 
Dau=Aoa-R4-NH2 90,6±1,0 99,4±0,4 0,0±0,1 11,7±2,6 
Dau=Aoa-R6-NH2 86,9±1,8 99,7±0,5 0,0±0,0 5,2±0,4 
Dau=Aoa-R8-NH2 89,6±1,0 99,6±2,6 0,4±0,2 51,6±5,6 
Daunomicin 99,8±0,0 99,8±0,0 99,2±0,2 100,0±0,0 
 
10. táblázat: Dau=Aoa-Argn-NH2 konjugátumok sejtbejutása: a táblázatban a daunomicin-
pozitív sejtek százaléka és a hozzájuk tartozó szórás értékek szerepelnek 
 
A négyszögsavat tartalmazó konjugátumok sejtbejutási adatai (11. táblázat) alapján 
megállapítható, hogy a Dau-négyszögsav-R6-NH2 sejtbejutási képessége volt a legjobb HL-60 




Daunomicin-pozitív sejtek százalékos aránya 
(átlag ± s.d.) 
 HL-60 HepG2 
  4 μM 20 μM 4 μM 20 μM 
Dau-négyszögsav-R4-NH2 54,8±25,1 99,9±0,0 0,5±0,1 76,7±1,0 
Dau-négyszögsav-R6-NH2 77,4±5,2 99,6±0,3 0,2±0,1 39,8±1,6 
Dau-négyszögsav-R8-NH2 42,5±9,3 99,9±0,0 0,2±0,1 53,3±1,3 
Daunomicin 99,8±0,0 99,8±0,0 99,2±0,2 100,0±0,0 
 
11. táblázat: Dau-négyszögsav-Argn-NH2 konjugátumok sejtbejutása: a táblázatban a 
daunomicin-pozitív sejtek százaléka és a hozzájuk tartozó szórás értékek szerepelnek 
 
A nyolc arginint tartalmazó konjugátumot vették fel a HL-60 sejtek a legkisebb 
mértékben, de a négy arginint tartalmazó konjugátum sejtbejutási képessége is hasonló 
mérték  volt, azonban itt a különbség a magas szórás miatt nem szignifikáns. HepG2 sejtekbe 
(ellentétben a HL-60 sejteken tapasztaltakkal) a Dau-négyszögsav-R6-NH2 jutott be 
legkevésbé a csoport tagjai közül, míg a legnagyobb mérték  bejutást a négy arginint 
tartalmazó konjugátum (Dau-négyszögsav-R4-NH2) esetén tapasztaltuk. (Ebben az esetben is 
csak a magasabb, c = 20 μM koncentráció esetén tapasztaltunk különbséget a sejtbejutás 
mértékében.) 
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Daunomicin-pozitív sejtek százalékos aránya 
(átlag ± s.d.) 
 HL-60 HepG2 
  4 μM 20 μM 4 μM 20 μM 
Dau-hidrazon-R4-NH2 58,2±8,1 99,5±0,4 0,1±0,1 7,9±1,2 
Dau-hidrazon-R6-NH2 67,7±5,5 99,3±0,5 0,0±0,0 0,2±0,1 
Dau-hidrazon-R8-NH2 98,9±0,6 99,7±0,1 0,2±0,1 10,7±1,7 
Daunomicin 99,8±0,0 99,8±0,0 99,2±0,2 100,0±0,0 
 
12. táblázat: Dau-hidrazon-Argn-NH2 konjugátumok sejtbejutása: a táblázatban a 
daunomicin-pozitív sejtek százaléka és a hozzájuk tartozó szórás értékek szerepelnek  
 
A Dau-hidrazon-R8-NH2 konjugátum csaknem valamennyi HL-60 sejtbe bejutott 
mindkét koncentráció esetén, ennél kisebb volt a daunomicin-pozitív sejtek aránya a Dau-
hidrazon-R6-NH2 (67,7%) és még kisebb a Dau-hidrazon-R4-NH2 (58,2%) konjugátum esetén 
(a zárójelben lév  százalékok a c = 4 μM koncentrációra vonatkoznak). A HepG2 sejtekbe 
valamennyi vizsgált oligoarginin-tartalmú konjugátum közül ezek jutottak be legkevésbé: a 
Dau-hidrazon-R6-NH2 még nagyobb (c = 20 μM) koncentrációban sem jutott be a sejtekbe, de 
a csoport másik két konjugátuma is a sejtek alig 10%-ába jutott be. 
A szukcinilezett daunomicin-származékok sejtbejutási képességét HL-60 sejteken 
vizsgáltuk (13. táblázat). 
 
Vegyület 
Daunomicin-pozitív sejtek százalékos aránya 
(átlag ± s.d.) 
 4 μM 20 μM 
Dau-Suc-R4-NH2 0,1±0,0 74,6±8,6 
Dau-Suc-R6-NH2 91,3±9,3 98,9±1,2 
Dau-Suc-R8-NH2 32,8±14,6 65,8±12,2 
Daunomicin 99,8±0,0 99,8±0,0 
 
13. táblázat: Dau-Suc-Argn-NH2 konjugátumok bejutása HL-60 sejtekbe. A táblázatban a 
daunomicin-pozitív sejtek százaléka és a hozzájuk tartozó szórás értékek szerepelnek 
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Ebben a csoportban a legnagyobb mérték  bejutást a hat arginin egységet tartalmazó 
konjugátum (Dau-Suc-R6-NH2) mutatta mindkét koncentrációban. Ennél jóval kisebb 
mértékben vették fel a sejtek a Dau-Suc-R8-NH2 konjugátumot és alacsonyabb 
koncentrációban (c = 4 μM) szinte egyáltalán nem jutott be a sejtekbe a Dau-Suc-R4-NH2. 
A sejtbejutási képesség összehasonlítását elvégezhetjük úgy is, hogy az azonos számú 
arginin egységeket tartalmazó konjugátumokat hasonlítjuk össze (13-15. ábrák). 
A négy arginin egységet tartalmazó daunomicin-konjugátumok sejtbejutási képességét 
























































































13. ábra: A négy arginin egységet tartalmazó daunomicin-konjugátumok bejutása HL-60 (A) 
és HepG2 (B) sejtekbe (a számok a daunomicin-pozitív sejtek százalékos arányát jelölik) 
 
A tetraarginin-konjugátumok közül az oxim-kötést tartalmazó volt a leghatékonyabb 
HL-60 sejteken, míg a Dau-négyszögsav-R4-NH2 a HepG2 sejteken. HL-60 sejtekbe a Dau-
Suc-R4-NH2 jutott be legkevésbé, míg HepG2 sejtekbe a Dau-hidrazon-R4-NH2. 
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14. ábra: A hat arginin egységet tartalmazó daunomicin-konjugátumok bejutása HL-60 (A) és 
HepG2 (B) sejtekbe (a számok a daunomicin-pozitív sejtek százalékos arányát jelölik) 
 
A hat arginin egységet tartalmazó konjugátumok között a szukcinilezett származék 
esetén tapasztaltuk a legnagyobb daunomicin-pozitív sejtarányt HL-60 sejteken. Ennél nem 
sokkal jutott be rosszabbul az oxim-kötést tartalmazó származék, a másik két csoport azonos 
számú arginint tartalmazó konjugátuma pedig nem tért el jelent sen egymástól a sejtbejutás 
szempontjából. HepG2 sejteken a Dau-négyszögsav-R6-NH2 jutott be legjobban, míg a Dau-
hidrazon-R6-NH2 szinte egyáltalán nem jutott be még magasabb (c = 20 μM) koncentrációban 
sem. 
A nyolc arginint tartalmazó daunomicin konjugátumok sejtbejutási képességét 


























































































15. ábra: A nyolc arginin egységet tartalmazó daunomicin-konjugátumok bejutása HL-60 (A) 
és HepG2 (B) sejtekbe (a számok a daunomicin-pozitív sejtek százalékos arányát jelölik) 
 
Az oktaarginin-konjugátumok közül HL-60 sejtekbe legjobban a Dau-hidrazon-R8-NH2 
jutott be, legkisebb mértékben pedig a Dau-Suc-R8-NH2 és a Dau-négyszögsav-R8-NH2. 
HepG2 sejtek esetén a Dau-hidrazon-R8-NH2 alig jutott be, míg a Dau-oxim-R8-NH2 és Dau-
négyszögsav-R8-NH2 konjugátumokkal kezelt sejtek közel 50%-a volt daunomicin-pozitív. 
A táblázatok adatai alapján jól látszik, hogy a daunomicin-konjugátumokat a két 
sejttípus eltér  mértékben veszi fel. A HepG2 sejtekbe szinte csak a magasabb 
koncentrációban (c = 20 μM) jutottak be a vizsgált konjugátumok, míg HL-60 sejtek esetén 
több olyan konjugátum is akadt, amely a sejtek több mint 90%-ába bejutott (Dau=Aoa-R4-
NH2, Dau-hidrazon-R8-NH2, Dau-Suc-R6-NH2). 
Adataink alapján nem lehet egyértelm en választ adni arra a kérdésre, hogy a négy, hat 
vagy nyolc argininb l álló peptidhordozó juttatja-e be jobban a hozzákapcsolt hatóanyagot, 
mivel ez nagymértékben függ a daunomicin és az oligoarginin közti kötés és a vizsgált 
sejtvonal típusától is. A különböz  hosszúságú oligoarginint tartalmazó konjugátumok 
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sejtbejutásában lév  különbségek magyarázatához további kísérletek elvégzése szükséges (pl.: 
szerkezetmeghatározás, mechanizmusvizsgálatok). 
 
6.1.3 A Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátum és a szabad hatóanyag hatása a HL-60 sejtek 
protein expressziós profiljára 
 
A daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus hatásának figyelembe vételével 
választottam ki proteomikai vizsgálatok céljára a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátumot, amely 
els sorban HL-60 sejteken adott jó eredményt, ezért ezeken a sejteken végeztem kísérleteket a 
konjugátummal és a daunomicinnel. Reményeink szerint a proteomikai vizsgálatok adatainak 
elemzése után fény derülhet arra, milyen mechanizmussal kerül be a konjugátum a sejtbe és 
ott hogyan tudja kifejteni hatását. A fehérjeexpressziós profil meghatározásához els  
lépésként a kezelés körülményeit optimalizáltam. 
 
6.1.3.1 A Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal és a szabad hatóanyaggal történ  kezelés 
optimális körülményeinek meghatározása 
 
A konjugátum in vitro citotoxicitásának meghatározásához MTT-tesztet végeztem HL-
60 sejteken 3, 24, 48 és 72 órás kezelési id  alkalmazásával. A cél az volt, hogy megtudjam, a 
kezelést követ en mennyi id vel érdemes fehérjét izolálni a kezelt sejtekb l, azaz mennyi id  
alatt tapasztalható hatás. A különböz  kezelési id k esetén kapott IC50 értékeket a 14. táblázat 
foglalja össze. 
 
Vegyület IC50 érték (μM) 
 3h 24h 48h 72h 
Dau=Aoa-R6-NH2 - ~100 4,4 2,51 
Daunomicin 58,87 0,03 0,0015 <2,56 x 10-4 
 
14. táblázat: A vegyületek in vitro citotoxikus hatása HL-60 sejteken a kezelési id  
függvényében 
 
A táblázat adatai alapján jól látható, hogy a három órás kezelés nem volt elegend  
ahhoz, hogy a konjugátum kifejtse hatását a sejteken. A 72 órás kezelés esetén a daunomicin 
olyan mértékben pusztította el a sejteket, hogy a vizsgált koncentrációtartományban 
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valamennyi koncentrációnál elpusztult az összes sejt. Emellett a konjugátummal végzett 48 és 
72 órás kezelés esetén meghatározott IC50 értékben nem volt jelent s eltérés, így a 72 órás 
kezelést is elvetettük; csak a 24 és 48 órás mintákat vizsgáltam.  
A továbbiakban a kezelési koncentráció meghatározására törekedtem. Ez nem egyszer  
feladat, mert ha túl magas a koncentráció, akkor a sejtek elpusztulnak és így csak az elpusztult 
sejtekb l tudunk fehérjét izolálni. Ha viszont a koncentráció alacsonyabb a kelleténél, akkor a 
változások kis mértéke miatt nem biztos, hogy ki tudjuk mutatni azokat. Az adott kezelési 
id höz tartozó IC50 értékkel megegyez  koncentráció sem optimális, mivel ebben az esetben 
egy olyan keverék sejtpopulációt vizsgálnánk, ahol a sejtek fele elpusztult, a másik fele él. 
Az antraciklinek proteomikai vizsgálatával foglalkozó irodalmak gyakran egymásnak 
ellentmondó kezelési id ket és koncentrációkat javasolnak.103, 122, 124 Nyilván az alkalmazott 
kezelési id  és koncentráció függ attól is, hogy milyen anyag hatását kívánjuk vizsgálni, 
hiszen a toxikus anyagok esetén nem ugyanaz a jó koncentráció, mint egy nem toxikus anyag 
esetén. Hammer és munkatársai HepG2 sejteken végzett kísérletében a doxorubicin 
koncentrációja c = 0,1-10 μM között, a kezelési id  pedig 24 és 72 óra között volt. Ebben a 
kísérletben a legmagasabb (c = 10 μM) doxorubicin koncentráció alkalmazása esetén is csak a 
sejtek 42%-a pusztult el, ami azt jelenti, hogy a protein expressziós profil meghatározását 
megel z  kezeléshez az IC50 értéknél alacsonyabb koncentrációt használtak.
103 Jiang és 
munkatársai IC50 értéknek megfelel  koncentrációjú (1,5 μg/ml) doxorubicinnel kezeltek Raji 
(non-Hodgkin limfóma) sejteket 48 órán keresztül. Ez a koncentráció a 48 órás inkubáció alatt 
a sejtek 49,82%-át pusztította el.122 Möller és kutatócsoportja hasnyálmirigy sejtek 
kezeléséhez 0,001-0,1 μg/ml (0,002-0,19 μM) koncentrációjú daunomicint és 72 órás kezelési 
id t alkalmazott. (A szerz k nem említik a hasnyálmirigy sejteken a daunomicin IC50 
értékét.)124 
Kapcsolatba léptem néhány szerz vel a kísérleti körülmények megválasztásával 
összefüggésben. Az irodalmi adatok és a konzultáció alapján döntöttünk az ún. IC25 értéknek 
megfelel  koncentráció alkalmazása mellett. (Ez az a koncentráció, ami a sejtek 25%-át 
elpusztítja.) Összegezve: a proteomikai vizsgálatokhoz szükséges mintákat az alábbi 
koncentrációk és kezelési id k alkalmazásával állítottuk el : 
 
24 órás kezelés: 
Daunomicin: 0,024 μM 
Dau=Aoa-R6-NH2: 9 μM 
 
48 órás kezelés: 
Daunomicin: 4 x 10-4 μM 




A megfelel  kezelési id  elteltével a sejtekb l fehérjét izoláltam a kísérleti részben 
leírtak alapján. A kísérletekhez az összehasonlíthatóság érdekében azonos 
fehérjemennyiségeket csaptunk ki és vittünk fel a gélcsíkokra, majd pedig a gélre. Ehhez 
el kísérletben meghatároztuk a szükséges fehérjemennyiséget (500 μg) és a megfelel  
izoelektromos fókuszálási paramétereket (feszültség és id  beállítások változtatásával).  
 
6.1.3.2 A Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal és a szabad hatóanyaggal végzett 
optimalizált kezelést követ  kétdimenziós gélelektroforézis eredményei 
 
Hosszas beállítási lépések során meghatároztuk a szükséges kezelési id t és 
koncentrációt; valamint, hogy mennyi fehérjét csapjunk ki és vigyünk fel a gélre (500 μg). 
Meghatároztuk továbbá az izoelektromos fókuszálás beállításait (3500 V végs  feszültség, 
összesen kb. 33000 Vh és az áramer sség legalább 90 percig állandó). Ezekkel a 
beállításokkal elvégeztük a fehérje minták elválasztását el ször izoelektromos pontjuk, majd 
méretük alapján. Minden mintából két gélt futtattunk, azért, hogy az egyes minták 
összehasonlításakor meg tudjuk határozni, mely fehérjék esetén tapasztaltunk szignifikáns 
különbséget. Az összehasonlítások bemutatásánál a különböz  minták esetén kapott 
reprezentatív géleket mutatom be. 
A gélképeket a Bio-Rad PDQuest 8 szoftvere segítségével értékeltük ki. A géleken lév  
foltokat automatikus foltfelismeréssel detektáltuk, és az összehasonlítások esetén az 
összetartozó foltok megtalálását is a szoftverrel végeztettük el, azonban minden egyes folt 
esetén ellen riztük, hogy a szoftver által talált egyezések valóban egyezések-e és amennyiben 
eltérést találtunk, azt manuálisan javítottuk. 
A kiértékelés során többféle összehasonlítást végeztünk: összevetettük a kezeletlen 
kontroll sejtek és a daunomicinnel, illetve a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt sejtek 
fehérjeexpressziós profilját 24 és 48 órás kezelést követ en. 
Adott fehérje mennyiségét csak abban az esetben tekintettük különböz nek az 
összehasonlított mintákban, ha a különbség legalább kétszeres volt és azt a Student-féle t-teszt 
alapján a szoftver szignifikánsnak ítélte. 
Ezek alapján a különböz  minták összehasonlításakor több, különböz  mennyiségben 
jelenlév  fehérjét is találtunk. Azt, hogy mely analízis esetén hány foltban találtunk 





Szignifikánsan különböz  
foltok száma  
Kezeletlen kontroll (24h) Daunomicin (24h) 4 
Kezeletlen kontroll (24h) Dau=Aoa-R6-NH2 (24h) 20 
Daunomicin (24h) Dau=Aoa-R6-NH2 (24h) 12 
Kezeletlen kontroll (48h) Daunomicin (48h) 6 
Kezeletlen kontroll (48h) Dau=Aoa-R6-NH2 (48h) 5 
Daunomicin (48h) Dau=Aoa-R6-NH2 (48h) 1 
 
15. táblázat: Az egyes minták összehasonlításakor kapott szignifikánsan különböz  foltok 
száma (Az els  két oszlop tartalmazza az összehasonlított két csoportot, a harmadik pedig a 
különböz  foltok számát) 
 
A 16-21. ábrakon mutatom be a gélképeket, amelyeken nyilakkal jelöltem azokat a 
foltokat, amelyek szignifikánsan különböztek az összehasonlított mintákban. Az ábrákon az a 
két-két gél látható, amelyek összehasonlításakor a nyilakkal jelölt foltok szignifikánsan 
különböz  denzitásúak voltak és a nyilak mindig azon a gélen szerepelnek, amelyik mintában 
nagyobb mennyiségben volt jelen az adott fehérje. (Így az ábrákról is leolvasható, hogy hány 
olyan folt volt, amelynek az optikai denzitása szignifikánsan különbözött a két minta esetén.) 
Az analízist követ en a szignifikánsan különböz  foltokat kivágtuk a gélekb l és 
tripszinnel történ  emésztést követ en OrbiTrap nano LC-MS/MS készülék segítségével 
analizáltuk és azonosítottuk a foltokban lév  fehérjéket. Az azonosított fehérjék adatbázisban 
szerepl  elnevezése, eredete és az ott használt rövidítése a 16-21. táblázatokban található meg. 
Dolgozatomban néhány szóval utalok a megváltozott expressziójú fehérjék funkciójára is. (A 
funkciók kereséséhez az UniProt adatbázist használtam.) 
A 16. ábrán a 24 órás kontroll és daunomicinnel kezelt minták összehasonlításának 






16. ábra: 24 órás kontroll és daunomicinnel kezelt minták összehasonlítása (a nyilak a 
szignifikánsan magasabb szinten expresszálódó fehérjéket jelölik) 
 
 
A 16. táblázat mutatja, hogy mely fehérjék expressziójában találtunk eltérést. A két 
minta között négy fehérjében volt különbség, ezek közül kett  a kontrollban, kett  pedig a 
daunomicinnel kezelt mintában volt jelen nagyobb mennyiségben, azaz a daunomicinnel 
történ  kezelés hatására két fehérje mennyisége szignifikánsan csökkent, kett é pedig n tt. Az 
azonosított fehérjék között találtunk sejtváz-fehérjéket (az aktin és a tubulin egy-egy formáját) 
és olyan fehérjét is, amely a DNS-szintézisben és annak javításában is szerepet játszik 
(PCNA). A Ran-specifikus GTPáz-aktiváló fehérje, amelynek mennyisége a daunomicinnel 
történ  kezelést követ en megnövekedett, a sejtciklus szabályozásában vesz részt a fehérjék 










Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) - Homo sapiens 
(Human) - [ACTB_HUMAN] 
11178,5 1615,8 
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Cyclin) - 
Homo sapiens (Human) - [PCNA_HUMAN] 
1440,7 171,5 
Ran-specific GTPase-activating protein (Ran-binding 
protein 1) (RanBP1) - Homo sapiens (Human) - 
[RANG_HUMAN] 
789,7 1648,5 
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) - Homo 
sapiens (Human) - [TBB5_HUMAN] 
1337,6 9713,9 
 
16. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (24 órás kontroll és 
daunomicinnel kezelt minták esetén). A táblázat második és harmadik oszlopa azt mutataja, 
hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott fehérje, az els  oszlop pedig az 
azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és rövidítését tartalmazza. 
 
A 17. ábrán a 24 órás kezelést követ en a kontroll és a konjugátummal kezelt mintákból 




17. ábra: 24 órás kontroll és Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták 





A 24 órás kontroll és a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén összesen 
húsz foltban láttunk különbséget. Az azonosítás során kiderült, hogy ezek közül két-két folt 
ugyanazt a fehérjét tartalmazta, így összesen tizennyolc fehérje expressziója tért el a két 
mintában (ezért szerepel két fehérje: a HSP-90 és a 40S riboszomális fehérje kétszer a 17. 
táblázatban, amely az azonosított fehérjéket tartalmazza). Két fehérje nagyobb, tizenhat pedig 
kisebb mennyiségben fejez dött ki a kezelt mintában a kontrollhoz képest. 
 
Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






14-3-3 protein epsilon (14-3-3E) - Homo sapiens (Human) 
- [1433E_HUMAN] 
1618,3 418,1 
14-3-3 protein zeta/delta (Protein kinase C inhibitor 
protein 1) (KCIP-1) - Homo sapiens (Human) - 
[1433Z_HUMAN] 
1443,8 672,8 
40S ribosomal protein SA OS=Homo sapiens GN=RPSA 
PE=1 SV=4 - [RSSA_HUMAN] 
1482,0 417,7 
40S ribosomal protein SA OS=Homo sapiens GN=RPSA 
PE=1 SV=4 - [RSSA_HUMAN] 
857,1 364,4 
60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor 
(Hsp60) (P60 lymphocyte protein) (HuCHA60) - Homo 
sapiens (Human) - [CH60_HUMAN] 
1800,3 666,4 
Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) - Homo sapiens 
(Human) - [ACTB_HUMAN] 
11178,5 2396,4 
Aminopeptidase B (EC 3.4.11.6) (Ap-B) (Arginyl 
aminopeptidase) (Arginine aminopeptidase) - Homo 
sapiens (Human) - [AMPB_HUMAN] 
2823,0 1084,7 
Calreticulin OS=Homo sapiens GN=CALR PE=1 SV=1 - 
[CALR_HUMAN] 
7481,1 3493,4 
Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) - 
Homo sapiens (Human) - [HS90B_HUMAN] 
321,6 2859,4 
Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) - 
Homo sapiens (Human) - [HS90B_HUMAN] 
768,4 2855,6 
L-lactate dehydrogenase A chain (EC 1.1.1.27) (LDH-A) 
(Renal carcinoma antigen NY-REN-59) - Homo sapiens 
(Human) - [LDHA_HUMAN] 
2206,3 1067,7 
L-lactate dehydrogenase B chain (EC 1.1.1.27) (LDH-B) 
(LDH heart subunit) (LDH-H) (Renal carcinoma antigen 





Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Macrophage-capping protein OS=Homo sapiens 
GN=CAPG PE=1 SV=2 - [CAPG_HUMAN] 
1700,5 711,4 
Prohibitin OS=Homo sapiens GN=PHB PE=1 SV=1 - 
[PHB_HUMAN] 
1537,2 768,5 
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Cyclin) - 
Homo sapiens (Human) - [PCNA_HUMAN] 
1440,7 312,9 
Rho GDP-dissociation inhibitor 2 (Rho GDI 2) (Rho-GDI 
beta) (Ly-GDI) - Homo sapiens (Human) - 
[GDIS_HUMAN] 
2253,9 843,1 
Serum albumin precursor - Homo sapiens (Human) - 
[ALBU_HUMAN] 
6034,1 2415 
T-complex protein 1 subunit epsilon (TCP-1-epsilon) 
(CCT-epsilon) - Homo sapiens (Human) - 
[TCPE_HUMAN] 
2180,5 985,5 
Tubulin alpha-ubiquitous chain (Alpha-tubulin 
ubiquitous) (Tubulin K-alpha-1) - Homo sapiens (Human) 
- [TBAK_HUMAN] 
6,4 756,8 
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) – Homo sapiens 
(Human) - [TBB5_HUMAN] 
2168,1 672,2 
 
17. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (24 órás kontroll és 
Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat második és harmadik 
oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott fehérje, az 
els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és rövidítését 
tartalmazza. 
 
Különbséget tapasztaltunk a 14-3-3E és 14-3-3Z fehérje expressziójában a Dau=Aoa-
R6-NH2 konjugátummal történ  24 órás kezelést követ en: mindkét fehérje expressziója 
csökkent. Ezek a fehérjék a foszforilált szerin és treonin motívumokhoz köt dve jelátviteli 
folyamatok szabályozásában vesznek részt. Hasonló funkcióval rendelkezik a 40S 
riboszomális fehérje is, amely ezen kívül a 40S riboszomális alegység összeszerel désében és 
stabilitásában is kulcsfontosságú fehérje. A konjugátummal történ  kezelést követ en 
csökkent ezek expresszióján kívül a HSP60, a TCP-1-epszilon és a calreticulin chaperon 
fehérjék expressziója is, míg egy másik chaperon, a HSP90 mennyisége növekedett. Változott 
a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal történ  kezelést követ en sejtvázfehérjék szintje is: míg 
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a tubulin β-láncának és az aktinnak az expressziója csökkent, addig a tubulin-K-α-1 fehérjéé 
n tt. Az anyagcserefolyamatokban résztvev  fehérjék (aminopeptidáz B, L-laktát-
dehidrogenáz A és B lánc) mennyisége csökkent a kezelést követ en a kontroll mintához 
képest. Ugyancsak alacsonyabb volt az expressziója a makrofág-capping fehérjének, amely 
kálcium-szenzitív, aktinhoz történ  köt désén keresztül befolyásolja a citoplazmatikus és 
sejtmagban zajló folyamatokat, ezen kívül feltételezik róla, hogy DNS-hez is köt dik. Ha ez 
valóban így van, akkor elképzelhet , hogy gátolja a DNS-szintézist. A prohibitin, amelynek 
szintje alacsonyabb volt a konjugátummal kezelt mintában, szintén DNS-szintézis gátló 
funkcióval rendelkezik. A DNS-szintézist szabályozza a PCNA is, amelynek expressziója 
ebben az esetben is csökkent a kezelést követ en (ugyanezt tapasztaltuk a daunomicinnel 
kezelt minták esetén). A Rho GDP-disszociáció inhibitor 2 mennyisége csökkent a 
kontrollhoz képest. 
A fentiek alapján elmondható, hogy valóban voltak olyan fehérjék, amelyek 
expressziója a konjugátummal és a daunomicinnel történ  kezelést követ en is megváltozott. 
Az összehasonlítások során nemcsak arra voltunk kíváncsiak, hogy a kezeletlen 
kontrollhoz képest milyen fehérjeszint  változások történtek, hanem azt is meg szerettük 
volna tudni, hogy van-e különbség a daunomicinnel, illetve a konjugátummal kezelt sejtek 
fehérjeexpressziójában. 
A 18. ábrán a daunomicinnel, illetve a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták 
összehasonlítása látható. Tizenkét foltban találtunk különbséget. Az azonosítás során kiderült, 
hogy két folt ugyanazt a fehérjét tartalmazta, ezért szerepel a tubulin α-3 lánc kétszer a 18. 
táblázatban, amely az azonosított fehérjéket tartalmazza. Két fehérje a konjugátummal, míg 







18. ábra: Daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal 24 órán át kezelt minták 




Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






14-3-3 protein gamma (Protein kinase C inhibitor protein 
1) (KCIP-1) - Homo sapiens (Human) - 
[1433G_HUMAN] 
157,7 1251,8 
40S ribosomal protein SA OS=Homo sapiens GN=RPSA 
PE=1 SV=4 - [RSSA_HUMAN] 
890,9 417,7 
ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor (EC 
3.6.3.14) - Homo sapiens (Human) - [ATPB_HUMAN] 
2876,7 1191,9 
Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) (eEF-1B 
gamma) - Homo sapiens (Human) - [EF1G_HUMAN] 
1115,6 362,9 
Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 kDa 
protein 8) - Homo sapiens (Human) - [HSP7C_HUMAN] 
237,8 2587,1 
L-lactate dehydrogenase A chain (EC 1.1.1.27) (LDH-A) 
(Renal carcinoma antigen NY-REN-59) - Homo sapiens 
(Human) - [LDHA_HUMAN] 
3057,2 1067,7 
Macrophage-capping protein OS=Homo sapiens 




Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Protein disulfide-isomerase A6 precursor (EC 5.3.4.1) 
(Protein disulfide isomerase P5) - Homo sapiens (Human) 
- [PDIA6_HUMAN] 
2284,0 747,9 
Ran-specific GTPase-activating protein (Ran-binding 
protein 1) (RanBP1) - Homo sapiens (Human) - 
[RANG_HUMAN] 
1648,5 570,4 
Transaldolase OS=Homo sapiens GN=TALDO1 PE=1 
SV=2 - [TALDO_HUMAN] 
721,5 308,8 
Tubulin alpha-3 chain (Alpha-tubulin 3) (Tubulin B-alpha-
1) - Homo sapiens (Human) - [TBA3_HUMAN] 
1149,8 489,0 
Tubulin alpha-3 chain (Alpha-tubulin 3) (Tubulin B-alpha-
1) - Homo sapiens (Human) - [TBA3_HUMAN] 
5783,0 1828,7 
 
18. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (24 órán át 
daunomicinnel és Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat 
második és harmadik oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a 
mintában az adott fehérje, az els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  
nevét, eredetét és rövidítését tartalmazza. 
 
 
Ebben az esetben is eltérést tapasztaltunk chaperonok (HSP7C, protein diszulfid-
izomeráz A6 prekurzor), egy sejtváz fehérje (tubulin α-3 lánc), illetve olyan fehérjék 
expressziójában, amelyek anyagcserefolyamatokban (ATP-szintáz β-alegység, L-laktát-
dehidrogenáz A lánc, transzaldoláz) vesznek részt. Emelett jelátviteli folyamatokban (14-3-
3G) résztvev , vagy DNS-hez köt d  (makrofág-capping fehérje), illetve a sejtciklus-
szabályozásban szerepet játszó (Ran-specifikus GTPáz-aktiváló protein) fehérjék 
expressziójában is eltérést tapasztaltunk a daunomicinnel, illetve a Dau=Aoa-R6-NH2 
konjugátummal kezelt minták között.  
A fent bemutatott összehasonlításokat elvégeztük 48 órás mintákkal is. A 48 órás 








19. ábra: A 48 órás kontroll és daunomicinnel kezelt minták összehasonlítása (a nyilak a 
szignifikánsan magasabb szinten expresszálódó fehérjéket jelölik) 
 
 
Azt, hogy a szignifikánsan különböz  foltokból milyen fehéréjket azonosítottunk, a 19. 
táblázat mutatja. A vizsgálatok során hat fehérje expressziójában találtunk szignifikáns 
különbséget, melyek közül négy a daunomicinnel kezelt mintában, kett  pedig a kontroll 













Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 








Alpha-enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-
lyase) (Phosphopyruvate hydratase)(Plasminogen-binding 
protein) - Homo sapiens (Human) - [ENOA_HUMAN] 
1238,2 4173,3 
Annexin A6 (Annexin VI) (Lipocortin VI) (P68) (P70) 
(Chromobindin-20) (Calphobindin-II) (CPB-II) - Homo sapiens 
(Human) - [ANXA6_HUMAN] 
790,0 1831,3 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 1.2.1.12) 
(GAPDH) - Homo sapiens (Human) - [G3P_HUMAN] 
9664,2 3345,6 
Lactoylglutathione lyase (EC 4.4.1.5) (Glyoxalase I) (Glx I) 
(Ketone-aldehyde mutase) (S-D-lactoylglutathione 
methylglyoxal lyase) - Homo sapiens (Human) - 
[LGUL_HUMAN] 
2668,4 1257,8 
T-complex protein 1 subunit epsilon (TCP-1-epsilon) (CCT-
epsilon) - Homo sapiens (Human) - [TCPE_HUMAN] 
827,1 2007,2 
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) - Homo sapiens 
(Human) - [TBB5_HUMAN] 
2283,6 5779,8 
 
19. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (48 órás kontroll és 
daunomicinnel kezelt sejtek esetén). A táblázat második és harmadik oszlopa azt mutataja, 
hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott fehérje, az els  oszlop pedig az 
azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és rövidítését tartalmazza. 
 
 
A 48 órás kezelés esetén is n tt a tubulin β-lánc mennyisége a daunomicinnel történ  
kezelés után. Ugyanez a fehérje a 24 órás kezelést követ en is emelkedett expressziót 
mutatott, de a különbség a kontroll és a daunomicinnel kezelt minták között 48 órás kezelést 
követ en kisebb volt. Több olyan fehérje mennyisége is változott, amelyek az 
anyagcserefolyamatokban vesznek részt (α-enoláz, GAPDH, laktoilglutation-liáz). Ezen kívül 
megemelkedett a TCP-1-epszilon fehérje expressziója is, amely chaperon funkciót tölt be. 
A 20. ábrán a 48 órás kezelést követ en a kontroll és a Dau=Aoa-R6-NH2 







20. ábra: 48 órás kontroll és Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták 




Ebben az esetben összesen öt foltban láttunk különbséget. Ezek közül két fehérje 
nagyobb, három pedig kisebb mennyiségben fejez dött ki a kezelt mintában a kontrollhoz 
képest. Azt, hogy mely fehérjék voltak ezek, a 20. táblázat mutatja be. 
 
 
Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Coronin-1A (Coronin-like protein p57) (Tryptophan 
aspartate-containing coat protein) (TACO) - Homo 
sapiens (Human) - [COR1A_HUMAN] 
463,7 2807,0 
Fructose-bisphosphate aldolase A (EC 4.1.2.13) (Muscle-
type aldolase) (Lung cancer antigen NY-LU-1) - Homo 




Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) - 
Homo sapiens (Human) - [HS90B_HUMAN] 
7663,4 1323,3 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 OS=Homo 
sapiens GN=FKBP4 PE=1 SV=3 - [FKBP4_HUMAN] 
493,2 1006,0 
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) - Homo sapiens 
(Human) - [TBB5_HUMAN] 
7806,0 2670,5 
 
20. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (48 órás kontroll és 
Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat második és harmadik 
oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott fehérje, az 
els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és rövidítését 
tartalmazza. 
 
A Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal történ  48 órás kezelést követ en változott 
citoszkeletális fehérjék (tubulin β-lánc, coronin-1A), egy chaperon fehérje (HSP90) és 
anyagcserefolyamatokban résztvev  fehérjék (fruktóz-biszfoszfát aldoláz A, peptidil-prolil 
cisz-transz izomeráz) expressziója. A HSP90 mennyisége a Dau=Aoa-R6-NH2 
konjugátummal történ  24 órás kezelést követ en n tt a kontrollhoz képest, a 48 órás kezelést 
követ en azonban csökkent. A tubulin β-lánc expressziója ezzel szemben mind a 24, mind 
pedig a 48 órás kezelést követ en alacsonyabb volt a konjugátummal kezelt mintában, mint a 
kontrollban. 
Azt is meg kívántuk határozni, hogy van-e különbség a daunomicinnel, illetve a 
konjugátummal 48 órán át kezelt  sejtek fehérjeexpressziójában (21. ábra). Itt mindössze egy 
fehérje expressziójában találtunk különbséget, amely chaperonként m ködik (protein 
diszulfid-izomeráz A6 prekurzor). Ez a konjugátummal kezelt mintában magasabb 
expressziót mutatott, mint a daunomicinnel kezelt mintában. Ennek a fehérjének a paraméterei 







21. ábra: Daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal 48 órán át kezelt minták 
összehasonlítása (a nyilak a szignifikánsan magasabb szinten expresszálódó fehérjéket 
jelölik) 
 
Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 






Protein disulfide-isomerase A6 precursor (EC 5.3.4.1) 




21. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérje (48 órán át 
daunomicinnel és Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat 
második és harmadik oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a 
mintában a fehérje, az els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, 








Az összehasonlítások alapján látható, hogy a 24 és 48 órás kezelést követ en nem 
minden esetben következett be ugyanannak a fehérjének az expressziójában változás. Olyan 
fehérjék mennyisége is megváltozott a 48 órás kezelés után, amelyeké 24 órás kezelést 
követ en nem változott szignifikánsan. Ez arra utal, hogy a kezelés hatására bizonyos 
folyamatok beindulnak, amelyek intenzitása az id  el rehaladtával változik, majd más 
folyamatok indulnak be, amelyek más fehérjék jelenlétét igénylik. 
Fontos hangsúlyozni, hogy e kísérletek eredményeinek mélyreható elemzése meghaladja 
e disszertáció kereteit; a feltárt különbségek részletesebb értelmezése folyamatban van. 
 
6.2 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum szerkezetét mutatja a 22. ábra. Ebben a 






















22. ábra: Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 szerkezete 
 
6.2.1 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum el állítása és kémiai jellemzése 
 
A peptidet szilárdfázisú peptidszintézis módszerével Rink-Amid MBHA gyantán 
Fmoc/tBu stratégiával állítottam el , majd a peptidr l lehasítottam az Fmoc véd csoportot és 
Boc-aminooxi-ecetsavat kapcsoltam a szabad N-terminálissal rendelkez , gyantához kötött 
 
85 
peptidhez. A gyantáról eltávolított célvegyületet RP-HPLC és ESI-MS segítségével 















936,9 936,6 24,4 50  
Dau=Aoa-
LTVSPWY-NH2 
1446,5 1446,0 33,7 71 
T 1,17 [1]; S 1,17 [1]; 
P 1,02 [1]; V 0,92 [1]; 
L 0,89 [1]; Y 0,84 [1] 
a: ESI-MS, Bruker Esquire 3000+ (Mmo : monoizotópos molekulatömeg) 
b: RP-HPLC, oszlop: Knauer, Eurospher-100 C18, 5μm, 250x4mm; áramlási sebesség: 1ml/perc; detektálás: 
=214 nm; gradiens: 10% B 5 percig, majd 10-80B% 50 perc alatt; „A” eluens: 0,1% TFA vízben; „B” eluens: 
0,1% TFA acetonitril/víz = 80/20 (v/v) elegyben 
c: hidrolízis: 6M HCl, 24 h, 110°C 
 
22. táblázat: Az NH2-O-CH2-CO-LTVSPWY-NH2 peptidszármazék és a 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum kémiai jellemz i 
 
Az NH2-O-CH2-CO-LTVSPWY-NH2 származékot konjugáltam daunomicinhez oxim-
kötés kialakításával. A terméket tisztítottam félpreparatív RP-HPLC-vel a kísérleti részben 
bemutatott módon, liofilizáltam, majd kémailag jellemeztük analitikai RP-HPLC, ESI-MS és 
aminosav analízis módszerekkel. A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 kémiai jellemzése a 22. 

























23. ábra: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum analitikai RP-HPLC kromatogramja 
 
Megállapítható, hogy sikeresen állítottam el  az irodalomban eddig nem ismert 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátumot. 
 
6.2.2 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum stabilitása különböz  kémhatású 
oldatokban 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum pH stabilitását nátrium-citrát/citomsav 
oldatokban (0,1 M; pH = 2,5; 5,0 és 7,0) vizsgáltam analitikai RP-HPLC felhasználásával. Az 






















24. ábra: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum analitikai RP-HPLC kromatogramja (0,1 
M nátrium-citrát puffer; pH = 2,5) 
 
 


















25. ábra: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum analitikai RP-HPLC kromatogramja (0,1 




















26. ábra: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum analitikai RP-HPLC kromatogramja (0,1 
M nátrium-citrát puffer; pH = 7,0) 
 
Az adatok alapján megállapítható, hogy a konjugátum a vizsgált pH tartományban (pH 
2,5-7,0) 24 órán át stabil volt. 
 
6.2.3 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum stabilitása 10% szérumtartalmú 
médiumban 
 
A konjugátum stabilitását az in vitro kísérletek elvégzéséhez szükséges 10% 
szérumtartalmú RPMI-1640 sejttenyészt  médiumban tanulmányoztam analitikai RP-HPLC 






















27. ábra: Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum stabilitása 10% szérumtartalmú RPMI-1640 
médiumban 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 esetén 3 óra alatt 10% szérumtartalmú médiumban nem 
tapasztaltunk bomlást. 
 
6.2.4 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum lebomlása patkány máj lizoszóma 
preparátumban 
 
Patkány máj lizoszóma homogenátumban meghatároztuk a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 
konjugátum stabilitását. Az azonosított fragmenseket és a hasítási helyeket a 28. ábra mutatja 
be. Megállapítottuk, hogy a konjugátumból már a két órás inkubációt követ en is keletkeztek 
metabolitok, amelyek a peptid hasadása következtében jöttek létre, az oxim-kötés e 
konjugátum esetében nem hasadt el. Két órás inkubálást követ en a hasadás a Thr és a Val 
között, illetve a Leu és a Thr között következett be. Ugyanezeket a fragmenseket sikerült 
azonosítani a négy órás inkubálás után is, azonban a hat, nyolc és a huszonnégy órás minták 






28. ábra: Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 bomlása patkány lizoszóma preparátumban (A nyilak a 
hasítási helyeket jelölik, a táblázatban pedig az egyes fragmensekhez tartozó számított és mért 
molekulatömegek láthatók.) 
 
Megállapítottuk, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátumból keletkez  legkisebb 
daunomicin-tartalmú metabolit a Dau=Aoa-Leu volt ([M+H]+ = 714,9). 
 
6.2.5 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum és a lizoszomális emésztés során 
keletkez  metabolit abszorpciós és emissziós tulajdonságainak jellemzése 
 
Meg kívántuk határozni a konjugátum és a Dau=Aoa-Leu-OH alapvet  spektroszkópiai 
tulajdonságait, elnyelési és emissziós sávjait. A spektrumokat Tris pufferben (c = 10 μM; pH 
= 7,4; μ = 70 mM) vettük fel. 
Mivel a sejtbejutási vizsgálatokhoz használt BD LSRII áramlási citométer szilárdtest-
lézere (Coherent Sapphire) 488 nm-en történ  gerjesztésre alkalmas, a detektálás pedig PE 
csatornán történik (LP550, BP 576/26), ezért a 488 nm-en történ  gerjesztést választottuk a 
fluoreszcencia spektrumok felvételéhez is. Ez a vizsgált vegyületek esetében közel van a 320-
550 nm-es elnyelési sáv maximumához, a 470 nm-hez. Az emissziós spektrumok felvétele 
során azt tapasztaltuk, hogy a 488 nm-en történ  gerjesztés esetén még megfelel  mérték  az 
emisszió, így ez a gerjesztési hullámhossz alkalmazható a konjugátumok sejtbejutási 
vizsgálatánál. 
Rögzítettük a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum és a Dau=Aoa-Leu-OH, valamint 
a daunomicin abszorpciós és fluoreszcencia emissziós spektrumait. Az abszorpciós 
spektrumokon (29. ábra) látható, hogy a konjugátum elnyelési sávjai és azok maximumhelyei 



























29. ábra: A daunomicin, a Dau=Aoa-Leu-OH, és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 abszorpciós 
spektruma Tris pufferben (pH = 7,4; μ = 70 mmol, c = 10 μM ) 
 
Az emissziós spektrumokat 495 és 800 nm közötti hullámhossz-tartományban vettük fel. 
A daunomicin, a Dau=Aoa-Leu-OH és a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum emissziós 



































30. ábra: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum, a Dau=Aoa-Leu-OH és a daunomicin 




Azt tapasztaltuk, hogy a spektrumok alakja nem tér el egymástól; a vegyületek 
spektrumában két maximum figyelhet  meg, az egyik 555 nm-en, míg a másik 595 nm-en. 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum fluoreszcencia intenzitása azonos 
körülmények (oldószer, koncentráció, gerjesztési maximum) között jelent sen alacsonyabb, 
mint a metabolité és a daunomiciné. Ez egyrészt adódhat az abszorpciós spektrumon látható 
különbségb l, de az is elképzelhet , hogy a szekvenciában lév  aromás oldalláncú 
aminosavak (Tyr, Trp) miatt alacsonyabb a konjugátum fluoreszcencia intenzitása. 
 
6.2.6 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum és a lizoszomális emésztés során 
keletkez  metabolit DNS-hez történ  köt dése 
 
Az el z  fejezetben bemutatott abszorbancia és fluoreszcencia méréseket elvégeztük 
DNS-mentes és csirke eritrocita DNS-t tartalmazó Tris-pufferben (pH=7,4) is. Meghatároztuk 
a daunomicin-származékok integrált fluoreszcencia intenzitását különböz  koncentrációjú 
DNS jelenlétében és DNS-mentes oldatban, majd kiszámoltuk a kötött daunomicin-származék 
mennyiségét. A DNS koncentrációját (mol bázispár / l) a polimer moláris extinkciója alapján 
számítottuk ki. Meghatároztuk a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum, a Dau=Aoa-Leu-
OH és a daunomicin köt désének mértékét dupla szálú DNS-hez. McGhee és Von Hippel 
modellje133 alapján kiszámítottuk a látszólagos köt dési állandókat, amelyeket a 23. számú 
táblázat foglal össze. 
 





23. táblázat: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum, a Dau=Aoa-Leu-OH, és a daunomicin 
látszólagos köt dési állandója (K) 
 
A számolt köt dési állandó alapján elmondható, hogy mindhárom vegyület köt dött a 
DNS-hez, azonban a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum és a metabolit DNS-köt  




6.2.7 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum in vitro citosztatikus hatása 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum in vitro citosztatikus hatását négy 
tumorsejtvonalon határoztam meg. Irodalmi adatok szerint az ErbB2 receptor SK-BR-3 
humán eml tumor sejteken nagy számban van jelen,54 és az LTVSPWY peptid feltehet en 
ehhez köt dik.50 Szintén irodalmi adat, hogy egy másik eml tumor sejtvonalon, az MCF-7-en 
ez a receptor nem, vagy csak nagyon kis mennyiségben expresszálódik.54 Ezért mindkét 
sejtvonalon meg akartam határozni a konjugátum in vitro citosztatikus hatását. A Dau=Aoa-
LTVSPWY-NH2 és a Dau=Aoa-Argn-NH2 (n = 4, 6, 8) hatásának összehasonlítása céljából 
kísérleteket végeztem HL-60 humán leukémia és HepG2 humán hepatóma sejtvonalakon is. 
El zetes vizsgálatok alapján a konjugátum esetén 3 órás kezelési id t alkalmaztam mind a 
négy sejtvonal esetén. 
Az adatokat a 24. táblázat foglalja össze. 
 
Vegyület IC50 ± s.d. (μM) 
 HepG2 HL-60 MCF-7 SK-BR-3 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 3,07±0,02 0,53±0,12 7,42±0,50 37,9±2,83 
Daunomicin 0,66±0,21 0,05±0,03 0,18±0,09 3,64±0,52 
 
24. táblázat: A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 és a daunomicin in vitro citosztatikus hatása 
HepG2, HL-60, MCF-7 és SK-BR-3 sejteken 
 
A konjugátum HL-60 (IC50 = 0,53 μM) és  HepG2 sejteken (IC50 = 3,07 μM) is jó hatást 
mutatott. A várakozással ellentétben a receptort nagy számban tartalmazó SK-BR-3 sejteken a 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum citosztatikus hatása igen mérsékelt volt (IC50 = 37,9 
μM). Az MCF-7 sejteken, amelyek a receptort nem, vagy kis számban tartalmazzák az IC50 
érték jóval kisebb volt (7,42 μM). Az adatok azt mutatják, hogy a daunomicin hatása sem 
egyformán érvényesült az egyes sejteken. Ha összehasonlítjuk a daunomicin és a konjugátum 
hatását a különböz  sejttípusokon, akkor azt látjuk, hogy a konjugátum IC50 értéke SK-BR-3 
sejtek esetén közel tízszerese a daunomicin IC50 értékének. MCF-7 sejteken azonban a 
hatásbeli különbség jóval nagyobb: itt a konjugátum IC50 értéke körülbelül negyvenszer 
nagyobb, mint a daunomiciné. (Ez az arány egyébként a másik két sejttípus esetén is 
alacsonyabb volt, mint az MCF-7 sejtek esetén, azaz a konjugátum daunomicinhez 
viszonyított hatása MCF-7 sejteken volt a legkisebb mérték .) Mindezek figyelembe vételével 
 
94 
ezt a konjugátumot is kiválasztottuk a Dau=Aoa-R6-NH2 mellett további proteomikai 
vizsgálatokra. 
 
6.2.8 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum sejtbejutása 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum sejtbejutásnak mértékét az oligoarginin 
konjugátumokhoz hasonlóan 90 perces kezelést követ en határoztam meg. Ebben az esetben 
is ugyanazt a koncentrációtartományt (c = 0,8-100 μM) alkalmaztam. A daunomicin-pozitív 
sejtek százalékos arányát a 31. ábrán foglaltam össze. A konjugátum már c = 0,8 μM 
koncentrációban is hatékonyan bejutott a HL-60 sejtekbe (a daunomicin-pozitív sejtek aránya 
99,2 %). Ezzel szemben HepG2 sejteken csak a c = 4 μM esetén tapasztaltam jelent s bejutást 
(ekkor a daunomicin-pozitív sejtek aránya 79,2% volt). Az SK-BR-3 és az MCF-7 sejtek 
pedig csak a következ  vizsgált koncentrációban (c = 20 μM) vették fel a konjugátumot: a 























0,8 μM 4 μM 20 μM 100 μM
 
 
31. ábra: Dau=Aoa -LTVSPWY-NH2 konjugátum sejtbejutása: a grafikonon szerepl  értékek 
a daunomicin-pozitív sejtek százalékos arányát mutatják különböz  tumorsejtvonalakon 
 
Az ábrán látható, hogy a c = 0,8 μM koncentrációban szinte csak a HL-60 sejtek vették 
fel a konjugátumot, HepG2 sejtek esetén nem volt jelent s a bejutás, az MCF-7 és SK-BR-3 
sejtek pedig egyáltalán nem vették fel ebben a koncentrációban a konjugátumot. Az, hogy az 
SK-BR-3 sejtek jobban felvették a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátumot, mint az MCF-7 
sejtek (ez f leg a c = 20 μM koncentráció esetén látszik), alátámaszthatja azt az irodalmi 
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adatot, mely szerint a peptid receptora (az ErbB2) az SK-BR-3 sejtek felszínén nagyobb 
mennyiségben van jelen, mint az MCF-7 sejteken.54 A legnagyobb koncentrációban minden 
sejten maximális volt a bejutás mértéke, ezért itt már nincs szignifikáns különbség a sejtek 
között a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum sejtbejutását tekintve. HepG2 esetén ez a 
maximális mérték  bejutás már a c = 20 μM koncentrációnál bekövetkezik, míg SK-BR-3 és 
MCF-7 sejtek esetén csak a c = 100 μM koncentrációnál figyelhet  meg. Mivel HL-60 sejtek 
esetén nem volt megfigyelhet  koncentrációfüggés, a többi vizsgált sejttípus esetén viszont 
igen, ezért feltételezhet , hogy HL-60 sejtekbe más mechanizmussal juthat be a konjugátum, 
mint a többi vizsgált sejtbe. Ahhoz, hogy tisztázzuk, miért tér el a konjugátum bejutásának 
mértéke a különböz  típusú sejtek esetén, szükséges vizsgálnunk a sejtbejutás 
mechanizmusát. 
Ezeket az eredményeket összevetve a fent bemutatott oligoarginin-tartalmú 
konjugátumokkal elmondható, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 kisebb koncentrációban 
bejut a sejtbe. Az oligoarginint tartalmazó konjugátumok HepG2 sejteken például csak c = 20 
μM koncentrációban mutattak bejutást szemben a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 
konjugátummal, amely már c = 4 μM koncentrációban is a sejtek 79,2 %-ába bejutott. A HL-
60 sejtek pedig közel azonos mértékben vették fel a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 
konjugátumot, mint az oligoarginin-tartalmú konjugátumok közül leghatékonyabban bejutó 
Dau-hidrazon-R8-NH2-t. 
 
6.2.9 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum és a szabad hatóanyag hatása a HL-60 
sejtek protein expressziós profiljára 
 
A daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus hatásának figyelembe vételével 
választottam ki proteomikai vizsgálatok céljára a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátumot. 
Ez HL-60 sejteken volt a leghatásosabb, ezért ezeken a sejteken végeztem kísérleteket a 
konjugátummal és a daunomicinnel. Reményeink szerint a proteomikai vizsgálatok adatainak 
elemzése után fény derülhet arra, milyen mechanizmussal kerül be a konjugátum a sejtbe és 






6.2.9.1 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  kezelés optimális 
körülményeinek meghatározása 
 
A kísérlet optimális körülményeinek megtalálásához a 6.1.3.1. fejezetben leírtak szerint 
jártam el. A konjugátummal történ  kezelés esetén tapasztalt in vitro citotoxikus hatást a 25. 
táblázat foglalja össze. 
 
HL-60 IC50 (μM) 
 3h 24h 48h 72h 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 - 10,02 1,55 1,45 
Daunomicin 58,87 0,03 0,0015 <2,56 x 10-4 
 
25. táblázat: HL-60 sejteken 3, 24, 48 és 72 órás kezelést követ en kapott IC50 értékek 
 
A táblázat adatai alapján jól látható, hogy a három órás kezelés ebben az esetben sem 
volt elegend  ahhoz, hogy a konjugátum kifejtse hatását a sejteken. A 72 órás kezelés esetén a 
daunomicin olyan mértékben pusztította el a sejteket, hogy a vizsgált 
koncentrációtartományban valamennyi koncentrációnál elpusztult az összes sejt. Emellett a 
konjugátummal történ  48 és 72 órás kezelés esetén meghatározott IC50 értékben nem volt 
jelent s eltérés, így a 72 órás kezelést is elvetettük; csak a 24 és 48 órás mintákat vizsgáltam.  
A kezelési koncentráció meghatározását a 6.1.3.1. fejezetben leírtak alapján végeztem, 
így ebben az esetben is az IC25 értéknek megfelel  koncentrációt alkalmaztuk a kezelések 
során. Ennek megfelel en a mintákat az alábbi koncentrációk és kezelési id k alkalmazásával 
állítottuk el : 
 
24 órás kezelés: 
Daunomicin: 0,024 μM 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2: 9 μM 
 
48 órás kezelés: 
Daunomicin: 4x10-4 μM 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2: 0,5 μM 
 
A megfelel  kezelési id  elteltével a sejtekb l fehérjét izoláltam a kísérleti részben 
leírtak szerint. A kísérletekhez az összehasonlíthatóság érdekében azonos 
fehérjemennyiségeket csaptunk ki és vittünk fel a gélcsíkokra, majd pedig a gélre. Ehhez 
el kísérletben meghatároztuk a szükséges fehérjemennyiséget (500 μg) és a megfelel  
izoelektromos fókuszálási paramétereket (feszültség és id  beállítások változtatásával). 
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6.2.9.2 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal végzett optimalizált kezelést 
követ  kétdimenziós gélelektroforézis eredményei 
 
A beállítási lépések során meghatároztuk a szükséges kezelési id t és koncentrációt; 
valamint, hogy mennyi fehérjét csapjunk ki és vigyünk fel a gélre (500 μg). Meghatároztuk 
továbbá az izoelektromos fókuszálás beállításait (3500 V végs  feszültség, összesen kb. 
33000 Vh és az áramer sség legalább 90 percig állandó). Ezekkel a beállításokkal elvégeztük 
a fehérje minták elválasztását el ször izoelektromos pontjuk, majd méretük alapján. Minden 
mintából két gélt futtattunk, azért, hogy az egyes minták összehasonlításakor meg tudjuk 
határozni, mely fehérjék esetén tapasztaltunk szignifikáns különbséget. Az összehasonlítások 
bemutatásánál a különböz  minták esetén kapott reprezentatív géleket mutatom be. 
A gélképeket a Bio-Rad PDQuest 8 szoftvere segítségével értékeltük ki. A géleken lév  
foltokat automatikus foltfelismeréssel detektáltuk, és az összehasonlítások esetén az 
összetartozó foltok megtalálását is a szoftverrel végeztettük el, azonban minden egyes folt 
esetén ellen riztük, hogy a szoftver által talált egyezések valóban egyezések-e és amennyiben 
eltérést találtunk, azt manuálisan javítottuk. 
A kiértékelés során többféle összehasonlítást végeztünk: összevetettük a kezeletlen 
kontroll és a daunomicinnel, illetve a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt 
sejtek fehérjeexpressziós profilját 24 és 48 órás kezelést követ en. Arra is kíváncsiak voltunk, 
hogy a daunomicinnel, illetve a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  kezelést 
követ en látunk-e különbséget a különböz  módokon kezelt sejtek fehérjeexpressziójában, 
ezért ezt az összehasonlítást is elvégeztük mindkét kezelési id  alkalmazásával. 
A gélek összehasonlításához és a szignifikánsan különböz  foltok meghatározásához 
ugyanazokat a paramétereket használtuk, mint a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt 
minták esetén (6.1.3.2. fejezet). Azt, hogy mely analízis esetén hány foltban találtunk 











Szignifikánsan különböz  
foltok száma 
Kezeletlen kontroll (24h) Daunomicin (24h) 4 
Kezeletlen kontroll (24h) Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 (24h) 8 
Daunomicin (24h) Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 (24h) 3 
Kezeletlen kontroll (48h) Daunomicin (48h) 6 
Kezeletlen kontroll (48h) Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 (48h) 4 
Daunomicin (48h) Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 (48h) 0 
 
26. táblázat: Az egyes minták összehasonlításakor kapott szignifikánsan különböz  foltok 
száma (Az els  két oszlop tartalmazza az összehasonlított két csoportot, a harmadik pedig a 
különböz  foltok számát) 
 
Tekintettel arra, hogy a daunomicinnel történ  kezelés hatására megváltozott fehérjék 
már a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátumról szóló (6.1.3.2.) fejezetben szerepelnek, itt csak a 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  kezelés hatására bekövetkez  
fehérjeexpressziós változásokat mutatom be. 
A 32-35. ábrákon láthatók a gélképek, amelyeken nyilakkal jelöltem azokat a foltokat, 
amelyek szignifikánsan különböztek az összehasonlított mintákban. Az ábrákon az a két-két 
gél látható, amelyek összehasonlításakor a nyilakkal jelölt foltok szignifikánsan különböz  
denzitásúak voltak és a nyilak mindig azon a gélen szerepelnek, amelyik mintában nagyobb 
mennyiségben volt jelen az adott fehérje. (Így az ábrákról is leolvasható, hogy hány olyan folt 
volt, amelynek az optikai denzitása szignifikánsan különbözött a két minta esetén.) 
Az analízist követ en a szignifikánsan különböz  foltokat kivágtuk a gélekb l a 6.1.3.2. 
fejezetben leírt módon és azonosítottuk a foltokban lév  fehérjéket. Az azonosított fehérjék 
adatbázisban szerepl  elnevezése, eredete és az ott használt rövidítése a 27-29. táblázatokban 
található meg. Dolgozatomban néhány szóval utalok a megváltozott expressziójú fehérjék 
funkciójára is. (A funkciók kereséséhez az UniProt adatbázist használtam.) 
A 32. ábrán a 24 órás kontroll és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt 






32. ábra: 24 órás kontroll és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt minták 
összehasonlítása (a nyilak a szignifikánsan magasabb szinten expresszálódó fehérjéket 
jelölik) 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 24 órán át kezelt sejtekb l származó 
minták esetén két fehérje nagyobb, hat pedig kisebb mennyiségben volt jelen a kontroll 
mintákhoz képest. Azt, hogy ezek mely fehérjék voltak, a 27. táblázat mutatja be. 
 
 
Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai denzitással 







D-3-phosphoglycerate dehydrogenase (EC 1.1.1.95) 
(3-PGDH) - Homo sapiens (Human) - 
[SERA_HUMAN] 
1067,9 526,0 
Fructose-bisphosphate aldolase A (EC 4.1.2.13) 
(Muscle-type aldolase) (Lung cancer antigen NY-LU-
1) - Homo sapiens (Human) - [ALDOA_HUMAN] 
2105,1 999,3 
Heat shock cognate 71 kDa protein (Heat shock 70 
kDa protein 8) - Homo sapiens (Human) - 
[HSP7C_HUMAN] 
6507,8 5,6 
Plastin-2 (L-plastin) (Lymphocyte cytosolic protein 1) 





Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai denzitással 







Ran-specific GTPase-activating protein (Ran-binding 
protein 1) (RanBP1) - Homo sapiens (Human) - 
[RANG_HUMAN] 
789,7 1805,0 
Rho GDP-dissociation inhibitor 2 (Rho GDI 2) (Rho-
GDI beta) (Ly-GDI) - Homo sapiens (Human) - 
[GDIS_HUMAN] 
2253,9 5,6 
Transitional endoplasmic reticulum ATPase (TER 
ATPase) (15S Mg(2+)-ATPase p97 subunit) (Valosin-
containing protein) (VCP) - Homo sapiens (Human) - 
[TERA_HUMAN] 
994,4 271,7 
Translationally-controlled tumor protein (TCTP) (p23) 
(Histamine-releasing factor) (HRF) (Fortilin) - Homo 
sapiens (Human) - [TCTP_HUMAN] 
1406,2 5,6 
 
27. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (24 órás kontroll és 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat második és 
harmadik oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott 
fehérje, az els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és 
rövidítését tartalmazza. 
 
A 27. táblázat alapján látható, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 
történ  kezelés hatására két olyan fehérje expressziója csökkent, amely 
anyagcserefolyamatokban vesz részt (3-PGDH és a fruktóz-biszfoszát-aldoláz). Emellett a 
HSP7C chaperon fehérje expressziója is csökkent a kezelést követ en. A plastin-2 egy aktin-
köt  fehérje, amely az immunválasz szabályozásában is szerepet játszik; ennek megn tt a 
mennyisége a kezelést követ en. A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  
kezelés hatására n tt a sejtciklus szabályozásában résztvev  Ran-specifikus GTPáz-aktiváló 
fehérje mennyisége (a daunomicinnel történ  kezelést követ en is ezt a változást 
tapasztaltuk). A Rho GDP-disszociáció inhibitor 2-nek szerepe van a GDP/GTP kicserél dés 
szabályozásában a jelátviteli folyamatok esetén; ennek mennyisége a kezelést követ en 
lecsökkent ugyanúgy, mint a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátummal kezelt minta esetén. Szintén 
csökkent a transzlációs endoplazmatikus retikulum ATPáz szintje a kezelés hatására, amely 
többek között a Golgi és az endoplazmatikus retikulum közötti transzportfolyamatok 
szabályozásában vesz részt. A transzláció-kontrollált tumor protein (ismertebb nevén p23) a 
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kálcium-köt désben és a mikrotubulusok stabilizálásában játszik szerepet, emellett 
antiapoptotikus hatása is van. Ennek a fehérjének a mennyisége csökkenést mutatott a 
kezelést követ en. 
A daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 24 órán át kezelt 
minták összehasonlítása a 33. ábrán látható. Ebben az esetben mindössze három fehérje 
expressziójában találtunk különbséget, ezek közül kett  magasabb, egy pedig alacsonyabb 
expressziót mutatott a konjugátummal történ  kezelés hatására a daunomicines kezeléshez 




33. ábra: Daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 24 órán át kezelt 












Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 







14-3-3 protein gamma (Protein kinase C inhibitor protein 
1) (KCIP-1) - Homo sapiens (Human) - 
[1433G_HUMAN] 
157,7 1814,0 
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Cyclin) - 
Homo sapiens (Human) - [PCNA_HUMAN] 
171,5 2165,8 
Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) - Homo sapiens 
(Human) - [TBB5_HUMAN] 
9713,9 1981,3 
 
28. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (24 órán át 
daunomicinnel és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat 
második és harmadik oszlopa azt mutataja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában 
az adott fehérje, az els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, 
eredetét és rövidítését tartalmazza. 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  kezelést követ en a 
daunomicinnel kezelt mintákhoz képest magasabb expressziót tapasztaltunk a jelátviteli 
folyamatok szabályozásában résztvev  14-3-3G, valamint a DNS-szintézisben szerepet játszó 
PCNA fehérjék esetén, míg a tubulin β lánca kisebb mennyiségban volt jelen a daunomicinnel 
kezelt mintához képest.  
A gélek összehasonlítását 48 órás mintákkal is elvégeztük.  
A 34. ábrán a 48 órás kontroll és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt 






34. ábra: 48 órás kontroll és Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt minták 




A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 48 órán át kezelt sejtekb l származó 
minták esetén két fehérje nagyobb, kett  pedig kisebb mennyiségben volt jelen a kontroll 




Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 







Alpha-enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate 
hydro-lyase) (Phosphopyruvate hydratase)(Plasminogen-
binding protein) - Homo sapiens (Human) - 
[ENOA_HUMAN] 
1238,2 3579,8 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (EC 





Azonosított fehérje neve, eredete, rövidítése 
Mennyiséggel és optikai 







Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) - 
Homo sapiens (Human) - [HS90B_HUMAN] 
7663,4 387,9 
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP 




29. táblázat: Szignifikánsan különböz  szinten expresszálódó fehérjék (48 órás kontroll és 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal kezelt minták esetén). A táblázat második és 
harmadik oszlopa azt mutatja, hogy mekkora mennyiségben volt jelen a mintában az adott 
fehérje, az els  oszlop pedig az azonosított fehérje adatbázisban szerepl  nevét, eredetét és 
rövidítését tartalmazza. 
 
A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 48 órán át történ  kezelést követ en a 
HSP90 chaperon expressziója csökkent a kontrollhoz képest. Változott továbbá két 
metabolikus fehérje, az α-enoláz és a GAPDH mennyisége is a 48 órás kezelést követ en. 
El bbi fehérje expressziója a Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal történ  kezelést 
követ en emelkedett. (Ugyanezt tapasztaltuk a daunomicinnel történ  48 órás kezelés után.) 
Ezzel szemben a GAPDH szintje a kontrollhoz képest lecsökkent a konjugátummal kezelt 
mintában ugyanúgy, ahogyan ezt láttuk a daunomicinnel történ  kezelést követ en is (48 órás 
kezelés után). A heterogén nukleáris ribonukleoprotein A2/B1 mennyisége a kezelés után 
megn tt (ez a fehérje az mRNS processzálásában játszik szerepet).  
Azt is meg kívántuk határozni, hogy van-e különbség a daunomicinnel, illetve a 
konjugátummal 48 órán át kezelt sejtek fehérjeexpressziójában. 
A daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 48 órán át kezelt 







35. ábra: Daunomicinnel, illetve Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátummal 48 órán át kezelt 
minták összehasonlítása (a nyilak a szignifikánsan magasabb szinten expresszálódó fehérjéket 
jelölik) 
 
Ebben az esetben egyetlen fehérje expressziójában sem találtunk szignifikáns 
különbséget. Ez adódhat abból, hogy 48 óra elteltével már a konjugátum is olyan formában 
van jelen a sejtben, amely igen hatékonyan tudja kifejteni hatását, emiatt hasonló mérték  
változásokat okoz a sejtek fehérjeexpressziójában, mint a daunomicin. A másik lehetséges 
magyarázat erre a jelenségre, hogy eltér  expressziójú fehérjék jelen vannak ugyan a két 
mintában, azonban ezek a külöbségek nem szignifikánsak. 
Az összehasonlítások alapján látható, hogy a 24 és 48 órás kezelést követ en nem 
minden esetben következett be ugyanannak a fehérjének az expressziójában változás. Olyan 
fehérjék mennyisége is megváltozott a 48 órás kezelés után, amelyeké 24 órás kezelést 
követ en nem változott szignifikánsan. Ez arra utal, hogy a kezelés hatására bizonyos 
folyamatok beindulnak, amelyek intenzitása az id  el rehaladtával változik, majd más 
folyamatok indulnak be, amelyek más fehérjék jelenlétét igénylik. 
Fontos hangsúlyozni, hogy e kísérletek eredményeinek mélyreható elemzése meghaladja 
e disszertáció kereteit; a feltárt különbségek részletesebb értelmezése folyamatban van. 
Tervezem továbbá e kísérletek elvégzését SK-BR-3 sejteken is; eddigi vizsgálataimat a 
konjugátum HL-60 sejtekre kifejtett jelent s mérték  in vitro citosztatikus és citotoxikus 




6.3 A GnRH-III tartalmú konjugátumok 
 
A célbajuttató egységként GnRH-III-at tartalmazó daunomicin-konjugátumokat Dr. 
Mez  Gábor tudományos tanácsadó és munkatársai, Dr. Szabó Ildikó tudományos munkatárs 
és Hegedüs Rózsa doktorandusz állították el . Dolgozatomban három GnRH-III-at tartalmazó 
konjugátummal: a GnRH-III(Dau=Aoa), a GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) és a GnRH-
III(Dau=Aoa-YRRL) konjugátummal végzett kísérletek eredményeir l számolok be. Ezekben 
a GnRH-III és a daunomicin között oxim-kötés található. A GnRH-III(Dau=Aoa) 
konjugátumban a daunomicin és a GnRH-III közvetlenül, míg a másik két vegyületben 




36. ábra: GnRH-III tartalmú daunomicin konjugátumok szerkezete. A: GnRH-III(Dau=Aoa); 





























































6.3.1 A GnRH-III tartalmú konjugátumok lebomlása patkány máj lizoszóma 
preparátumban 
 
Patkány máj lizoszóma homogenátumban meghatároztuk a GnRH-III(Dau=Aoa), a 
GnRH-III(Dau=Aoa–GFLG) és a GnRH-III(Dau=Aoa–YRRL) konjugátumok  stabilitását.  
 
6.3.1.1 A GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum lebomlása patkány máj lizoszóma 
preparátumban 
 
A GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum azonosított fragmenseit és a hasítási helyeket a 37. 
ábra mutatja. A konjugátum esetén a nyolc órás inkubálást követ en hat hasítási helyet 
sikerült azonosítani: -2His-3Trp-, -4Ser-5His-, -6Asp-7Trp-, -7Trp-8Lys-, -8Lys-9Pro- és -9Pro-
10Gly-. A fenti hasadási helyek mindegyike a GnRH-III szekvenciában található, az oxim-
kötés elhasadását nem tapasztaltuk. A hosszabb inkublási id  esetén nem tapasztaltuk több 
fragmens megjelenését. Megállapítottuk, hogy a legkisebb daunomicin-tartalmú fragmens a 




37. ábra: GnRH-III(Dau=Aoa) bomlása patkány lizoszóma preparátumban (A nyilak a 





6.3.1.2 A GnRH-III(Dau=Aoa–GFLG) konjugátum lebomlása patkány máj lizoszóma 
preparátumban 
 
A GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) konjugátum azonosított fragmenseit és a hasítási 
helyeket a 38. ábra mutatja. Megállapítható, hogy a lizoszomális enzimek hatására els sorban 
a távtartó egység hasadása következett be (-Gly-Phe-, -Phe-Leu- és –Leu-Gly-). Emelett a -




38. ábra: GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) bomlása patkány lizoszóma preparátumban (A nyilak 
a hasítási helyeket jelölik, a táblázatban pedig az egyes fragmensekhez tartozó számított és 
mért molekulatömegek láthatók) 
 
Megállapítottuk, hogy ebben az esetben a Dau=Aoa-Gly-OH volt a legkisebb 




6.3.1.3 A GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL) konjugátum lebomlása patkány máj lizoszóma 
preparátumban 
 
A GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL) konjugátum azonosított fragmenseit és a hasítási 
helyeket a 39. ábra mutatja. A GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátummal ellentétben hasonlóan a 
GFLG távtartót tartalmazó GnRH-III konjugátumhoz a hasadás itt is a távtartó szekvenciában 
következett be (-Tyr-Arg-, -Arg-Arg- és -Arg-Leu-) nyolc órás inkubálást követ en, illetve 




39. ábra: GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL) bomlása patkány lizoszóma preparátumban (A nyilak a 
hasítási helyeket jelölik, a táblázatban pedig az egyes fragmensekhez tartozó számított és mért 
molekulatömegek láthatók) 
 
Ebben az esetben is több olyan metabolit keletkezett, amelyek tartalmazták a 





6.3.2 A GnRH-III-tartalmú konjugátumok lizoszomális emésztése során keletkez  
metabolitok abszorpciós és emissziós tulajdonságainak jellemzése 
 
A spektrumok felvételéhez a hullámhossz kiválasztása a 6.2.5. fejezetben leírt módon 
történt. 
Rögzítettük a GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum, Dau=Aoa-OH, Dau=Aoa-Gly-OH, 
Dau=Aoa-Tyr-OH, H-Lys(Dau=Aoa)-OH és a daunomicin abszorpciós és fluoreszcencia 
emissziós spektrumait. Az abszorpciós spektrumokon (40. ábra) látható, hogy a származékok 



























40. ábra: A daunomicin-származékok abszorpciós spektruma Tris pufferben 
(pH = 7,4; μ = 70 mmol, c = 10 μM) 
 
Az emissziós spektrumokat 495 és 800 nm közötti hullámhossz-tartományban vettük fel 
és összehasonlítottuk azokat (41. ábra). Azt tapasztaltuk, hogy a spektrumok alakja nem tér el 
lényegesen egymástól; mindegyik vegyület spektrumában két maximum figyelhet  meg, az 


































41. ábra: A daunomicin-származékok emissziós spektrumai Tris pufferben 
(pH = 7,4; μ = 70 mmol, c = 10 μM) 
 
A tirozint tartalmazó daunomicin-származék és a GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum 
fluoreszcencia intenzitása azonos körülmények (oldószer, koncentráció, gerjesztési 
maximum) között jelent sen alacsonyabb, mint a többi vizsgált anyag fluoreszcenciája. 
Feltehet , hogy ebben az esetben is az aromás aminosav jelenléte okozza az alacsonyabb 
fluoreszcencia intenzitást. A daunomicin, Dau=Aoa-OH, Dau=Aoa-Gly-OH és a H-
Lys(Dau=Aoa)-OH hasonló fluoreszcencia intenzitást mutatott.  
 
6.3.3 A GnRH-III-tartalmú konjugátumok lizoszomális emésztése során keletkez  
metabolitok DNS-hez történ  köt dése 
 
Az el z  fejezetben bemutatott abszorbancia és fluoreszcencia méréseket elvégeztük 
DNS-mentes és csirke eritrocita DNS-t tartalmazó Tris-pufferben (pH=7,4) is. Meghatároztuk 
a daunomicin-származékok integrált fluoreszcencia intenzitását különböz  koncentrációjú 
DNS jelenlétében és DNS-mentes oldatban, majd kiszámoltuk a kötött daunomicin-származék 
mennyiségét. A DNS koncentrációját (mol bázispár / l) a polimer moláris extinkciója alapján 
számítottuk ki. 
Meghatároztuk a GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum, a daunomicin és a GnRH-III 
tartalmú konjugátumok lizoszomális emésztése során keletkez  metabolitok DNS-hez történ  
köt désének mértékét. McGhee és Von Hippel modellje133 alapján kiszámítottuk a látszólagos 












30. táblázat: A daunomicin-származékok látszólagos köt dési állandója (K) 
 
A számolt köt dési állandó alapján elmondható, hogy a vizsgált konjugátumok közül a 
szabad daunomicinhez képest a GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum köt dik a legkevésbé a 
DNS-hez. Gyenge köt dést mutatott a Dau=Aoa-OH is. Ugyanakkor a metabolitok 
közepesnek tekinthet  köt désében nem volt jelent s különbség. Ezek a mérések azt is 
igazolják, hogy a gyenge köt dés nem magyarázható egyértelm en azzal, hogy a 
megnövekedett méret miatt a származék nem fér hozzá a DNS-hez, mivel ebben az esetben a 
Dau=Aoa-OH jobban köt dne a DNS-hez, mint bármelyik másik daunomicin-aminosav 
származék. A konjugátum esetén azonban ez is hozzájárulhat ahhoz, hogy bármelyik vizsgált 
anyagnál gyengébben köt dik a DNS-hez. 
 
6.3.4 A GnRH-III-at tartalmazó daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus 
hatása 
 
A konjugátumok in vitro citosztatikus hatását MCF-7 humán eml karcinóma és HT-29 
humán vastagbél karcinóma sejtvonalakon határoztam meg. Mindkét sejtvonal esetében hat 
órás kezelési id t alkalmaztam az el zetes kísérletek alapján. Választásom azért éppen erre a 
két sejtvonalra esett, mert a GnRH receptor ezeknek a sejteknek a felszínén expresszálódik 
nagyobb mennyiségben. 
A kísérletek alapján meghatároztam, van-e szerepe a hatás szempontjából annak, hogy 






Vegyület IC50 ± s.d. (μM) 
 HT-29 MCF-7 
GnRH-III(Dau=Aoa) 14,24±3,15 2,19±1,18 
GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) 19,40±3,11 3,90±1,18 
GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL)  28,61±5,50 1,81±0,05 
Daunomicin 1,01±0,05 0,18±0,09 
 
31. táblázat: A daunomicin és a GnRH-III-tartalmú daunomicin-konjugátumok in vitro 
citosztatikus hatása HT-29 és MCF-7 sejteken 
 
A táblázat adatai alapján látható, hogy a konjugátumok mindegyike jobban hatott MCF-
7 sejteken, mint HT-29-en. MCF-7 sejtek esetén nem volt jelent s különbség a három 
konjugátum in vitro citosztatikus hatását tekintve (az IC50 értékek 1,81 és 3,90 μM közöttiek). 
HT-29 sejteken viszont az YRRL távtartót tartalmazó konjugátum hatása volt a leggyengébb, 
míg a GnRH-III(Dau=Aoa) és a GnRH-III(Dau=Aoa-GFLG) hatása között nem volt 
szignifikáns a különbség. 
Megállapítottam, hogy az MCF-7 sejtekre kifejtett hatást nem befolyásolja jelent s 
mértékben a távtartó egység jelenléte a daunomicin és a GnRH-III között. HT-29 sejtek esetén 
viszont a hatást kis mértékben módosította az YRRL távtartó egység beépítése a daunomicin 
és a GnRH-III közé. Az MCF-7 és HT-29 sejteken kifejtett eltér  mérték  citosztatikus hatás 
egyik lehetséges magyarázata a sejtek felszínén lév  eltér  számú GnRH receptor, de az is 
elképzelhet , hogy a két sejttípus esetén a konjugátumok különböz  intracelluláris 
folyamatokon mennek keresztül, melynek következtében eltér  mértékben tudják kifejteni 
hatásukat.18 
 
6.4 A pemetrexed-származékok 
 
A pemetrexed-tartalmú konjugátumok [R8GGC(Pem)-NH2, H-IELLQARGGC(Pem)-
NH2 és  H-IELLQARGGC(Pem)GGR8-NH2] el állítását Dr. Miklán Zsanett végezte. A 
konjugátumokban a pemetrexed tioéter-kötésen keresztül kapcsolódik a peptid cisztein 






42. ábra: A pemetrexed-konjugátumok szerkezete 
 
 
6.4.1 A pemetrexed-származékok in vitro citosztatikus hatása 
 
A pemetrexed konjugátumok és egy pemetrexed-származék [Pem(OMe)2] in vitro 
citosztatikus hatását NCI-H358 humán nem-kissejtes tüd rák és HL-60 humán leukémia 
sejtvonalakon tanulmányoztam (32. táblázat). 
 
Vegyület IC50 ± s.d. (μM) 
  NCI-H358 HL-60 
H-IELLQARGGC(Pem)-NH2 3,53±1,36 2,17±0,71 
H-IELLQARGGC(Pem)GGR8-NH2 1,93±1,08 2,64±0,59 
H-R8GGC(Pem)-NH2 7,70±2,38 6,24±1,07 
Pemetrexed 1,05±0,66 0,55±0,16 
Pem(OMe)2 87,34±21,93 9,44±5,06 
 
32. táblázat: A pemetrexed-konjugátumok, a Pem(OMe)2 és a szabad hatóanyag in vitro 
citosztatikus hatása NCI-H358 és HL-60 sejteken 
 
Irodalmi adatok alapján feltételezhet , hogy az általunk használt célbajuttató egység, az 
IELLQAR peptid az E-szelektinhez köt dik, amely nagy mennyiségben van jelen a tüd  
endoteliális sejtjein, ezért tüd -specifikus peptidként is említik.86 Sem a konjugátumok [H-
R8GGC(Pem)-NH2, H-IELLQARGGC(Pem)-NH2, H-IELLQARGGC(Pem)GGR8-NH2], sem 
az alapvegyület esetén nem volt jelent s hatásbeli különbség HL-60 és NCI-H358 sejteken, 
R=  H-Arg8-Gly-Gly-Cys(S- )-NH2 
 H-Ile-Glu-Leu-Leu-Gln-Ala-Arg-Gly-Gly-Cys(S- )-NH2 

















mindkét sejtvonalon közel azonos mértékben voltak citosztatikusak. Ezzel szemben a 
Pem(OMe)2 alacsonyabb IC50 értéket mutatott HL-60 sejteken (IC50 = 9,44 μM), mint NCI-
H358-on (IC50 = 87,34 μM). Megállapítható, hogy a dimetilészter-származék mindkét vizsgált 
sejtvonalon kevésbé citosztatikus, mint a pemetrexed és annak konjugátumai. Mindkét 
sejtvonalon jobb hatása volt a pemetrexednek, mint a bel le el állított konjugátumoknak, 
azonban a különbség a konjugátumok és a pemetrexed hatása között nem volt olyan jelent s, 
mint azt a daunomicin és annak konjugátumai esetében megfigyeltük. Ugyan jelent s 
hatásbeli különbséget nem tapasztaltunk a különböz  célbajuttató egységeket tartalmazó 
konjugátumok között, azonban az megfigyelhet , hogy az IELLQAR peptid jelenléte a 
konjugátumban kis mértékben javította a hatást. Azok a konjugátumok, amelyek csak 
oligoarginint tartalmaztak a pemetrexed mellett, kevésbé voltak citosztatikusak, mint 
amelyekben IELLQAR (is) volt. 
A Pem(OMe)2 rosszabbul hatott, mint a konjugátumok és a pemetrexed. Ennek 
feltehet en az az oka, hogy a hatás kifejtéséhez szükséges az α-karboxilcsoport, amely a 






7 AZ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 
 
Doktori munkám során két tumorellenes szer, a daunomicin és a pemetrexed irányított 
célbajuttatását t ztem ki célul. Hordozó molekulaként négyféle peptidet alkalmaztunk: 
oligoarginint, az LTVSPWY heptapeptidet, a GnRH-III peptid hormont és az IELLQAR 
szekvenciájú peptidet. (Utóbbit csak pemetrexed-konjugátumok kialakításához használtuk.) 
Vizsgáltam a konjugátumok kémiai tulajdonságát és azok tumorsejtekre kifejtett hatását. 
Meghatároztuk és összevetettük a leghatékonyabb daunomicin-konjugátumokkal kezelt sejtek 
fehérjeexpressziós profilját. A következ kben összefoglalom az egyes konjugátum-csoportok 
eredményeit. 
 
7.1 Az oligoarginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok 
 
Az oligoarginin-tartalmú daunomicin-konjugátumok in vitro citosztatikus hatását és 
sejtbejutásának mértékét HL-60 humán leukémia és HepG2 humán hepatóma sejtvonalakon 
határoztam meg. Valamennyi konjugátum hatásosabb volt HL-60 sejteken, mint HepG2 
sejteken. Megállapítottam, hogy a HL-60 sejtek nagyobb mértékben vették fel a 
konjugátumokat és a daunomicint is, mint a HepG2 sejtek. HL-60 sejteken az oxim- és 
hidrazon-kötést tartalmazó konjugátumok közel ugyanolyan in vitro citosztatikus hatást 
mutattak. E két csoportba tartozó konjugátumok hatásosabbak voltak, mint a négyszögsavat 
tartalmazó vagy a szukcinilezett származékok. Utóbbi két csoport konjugátumai a sejtbejutás 
szempontjából sem bizonyultak hatékonynak, így érthet , hogy kevésbé voltak 
citosztatikusak, hiszen kevesebb konjugátum jutott be a sejtekbe. HL-60 sejtek az oxim- és 
hidrazon-kötést tartalmazó konjugátumokat vették fel legjobban. Mivel a hidrazon-kötést 
tartalmazó konjugátumok kevésbé stabilak, ezért az oxim-kötést tartalmazó daunomicin-
oligoarginin konjugátumok közül a hat arginin egységet tartalmazó vegyületet választottuk ki 
további vizsgálatokra. 
HepG2 sejteken ugyancsak a hidrazon-, illetve az oxim-kötést tartalmazó konjugátumok 
voltak a leghatásosabbak, de a hidrazon kötést tartalmazó konjugátumok egy nagyságrenddel 
kisebb IC50 értéket mutattak. Érdemes megjegyezni, hogy HepG2 sejtekbe a négyszögsavas 
konjugátumok jutottak be leginkább. Ez arra enged következtetni, hogy a sejtbejutás 
szükséges, de nem elégséges feltétele a hatás kifejtésének. Feltételezzük továbbá, hogy a 
négyszögsavat tartalmazó konjugátumokból nem tud felszabadulni a hatás kifejtéséhez 
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szükséges szabad aminocsoportot tartalmazó daunomicin, ezért kaptunk gyengébb hatást 
mindkét sejtvonalon.  
Az oxim-kötést tartalmazó konjugátumok esetén nem láttunk jelent s különbséget a 4, 
6, illetve 8 arginin egységet tartalmazó vegyületek hatásában egyik vizsgált sejtvonalon sem. 
A sejtbejutás mértékét tekintve csak HepG2 sejteken kaptunk különbséget, ott is csak c = 20 
μM koncentráció esetén; ebben az esetben a nyolc arginin egységet tartalmazó konjugátum 
bejutása volt jelent sebb. 
A négyszögsavat tartalmazó konjugátumok közül a hat arginin egységet tartalmazó 
rendelkezett a legkisebb IC50 értékkel, és HL-60 sejtekbe ez is jutott be legjobban a három 
konjugátum közül.  
A Dau-hidrazon-oligoarginin konjugátumok hatásában nem tapasztaltunk jelent s 
különbséget, de kis mértékben a Dau-hidrazon-R4-NH2 hatásosabb volt, mint a többi 
hidrazon-kötést tartalmazó konjugátum. Sejtbejutás tekintetében azonban jelent s különbséget 
találtunk: a nyolc arginint tartalmazó Dau-hidrazon konjugátum sokkal nagyobb mértékben 
bejutott, mint a csoport többi tagja HL-60 sejtek esetén. 
A szukcinilezett daunomicin-származékok közül a nyolc arginin egységet tartalmazó 
konjugátum volt a leghatásosabb mindkét tumorsejtvonalon. HL-60 sejtek azonban a Dau-
Suc-R6-NH2 konjugátumot vették fel legnagyobb mértékben.  
Mindez tehát azt mutatja, hogy a sejtbejutás szükséges, de nem elégséges feltétele a 
hatásosságnak; fontos az is, hogy a bejutást követ en a konjugátum milyen intracelluláris 
folyamatokon megy keresztül és hogy fel tud-e szabadulni a konjugátumból a hatóanyag vagy 
annak aktív metabolitja. A daunomicin és az oligoarginin közti kötés típusa, a 
konjugátumokban lév  arginin egységek száma és az alkalmazott sejttípus együttesen 
határozza meg, hogy milyen lesz a konjugátum sejtbejutása és in vitro citosztatikus hatása. 
A fenti eredmények alapján kiválasztottuk a Dau=Aoa-R6-NH2 konjugátumot azzal a 
céllal, hogy meghatározzuk, hogyan változik meg a kezelés hatására a HL-60 sejtek 
fehérjeexpressziós profilja. Ezért el ször meghatároztuk, hogy mekkora koncentrációt és 
milyen kezelési id t kell alkalmazni ahhoz, hogy a proteomikai vizsgálatokat elvégezhessük. 
A kezelést ezután a meghatározott koncentrációkkal 24 vagy 48 óráig végeztük, majd fehérjét 
izoláltunk a sejtekb l. A kezelést követ en izolált fehérjék elválasztása kétdimenziós 
gélelektroforézissel történt, majd a kapott gélképeket összehasonlítottuk. Megállapítottuk, 
hogy a kezelés hatására els sorban olyan fehérjék expressziója változott meg, amelyek 
tumoros jelátviteli folyamatokban vesznek részt (pl. Rho GDP-disszociáció inhibitor 2) vagy 
h sokk fehérjeként funkcionálnak (pl. HSP60, HSP90 különböz  formái), de azonosítottunk 
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sejtváz-fehérjéket is (pl. aktin és tubulin különböz  formái), továbbá metabolikus 
folyamatokban vagy azok szabályozásában résztvev  fehérjéket is (pl. laktát dehidrogenáz, 
aminopeptidáz, foszfoglicerát kináz, fruktóz-biszfoszfát aldoláz). 
 
7.2 A Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 konjugátum 
 
Az LTVSPWY szekvenciájú peptid szintézisét szilárdfázisú peptidszintézissel 
végeztem. Az aminooxiecetsav hozzákapcsolását még a gyantáról történ  lehasítást 
megel z en végeztem. A hasítási lépést követ en a peptidszármazékot daunomicinnel 
konjugáltam; a reakciót analitikai RP-HPLC-vel ellen riztem. A reakció lejátszódását 
követ en a konjugátumot szemipreparatív RP-HPLC-vel tisztítottam és az így kapott 
konjugátum jellemzése analitikai RP-HPLC, tömegspektrometria és aminosav analízis 
segítségével történt. 
A konjugátumról megállapítottam, hogy az in vitro vizsgálatokhoz használt 
körülmények között stabil, lizoszóma preparátumban pedig könnyen hasad, így a sejtben fel 
tud szabadulni a hatékony metabolit. 
A konjugátum hatását HepG2 humán hepatóma, HL-60 humán leukémia, valamint 
MCF-7 és SK-BR-3 humán eml tumor sejtvonalakon tanulmányoztam. In vitro citosztatikus 
hatása más konjugátumokkal összevetve jelent snek bizonyult és a sejtbejutás tekintetében is 
egyike a leghatékonyabb daunomicin-konjugátumainknak. Azokon a sejteken, amelyek az 
irodalmi adatok szerint nem expresszálják felszínükön az ErbB2 receptort (MCF-7 sejtek) 
valamilyen okból hatásosabbnak bizonyult a konjugátum, mint az SK-BR3 sejtek esetén. 
Azonban azt is figyelembe kell vennünk, hogy az SK-BR-3 sejteken a daunomicin is jóval 
kisebb hatást mutatott, mint MCF-7 sejteken. Az SK-BR-3 sejtekbe hatékonyabban bejutott a 
konjugátum, mint MCF-7 sejtekbe, így elképzelhet , hogy valóban az ErbB2 receptoron 
keresztül történik a bejutás, azonban más intracelluláris folyamatokon megy keresztül a 
konjugátum SK-BR-3 és MCF-7 sejtek esetén. Az is elképzelhet , hogy a konjugátum nem, 
vagy nem csak az ErbB2 receptoron keresztül, hanem valamilyen más mechanizmussal jut be. 
Ezt a magyarázatot támasztja alá, hogy Wang és munkatársai cikkében50 a peptid ErbB2-höz 
történ  köt dését Shadidi 2003-as cikke alapján feltételezik, abban viszont arról számolnak 
be, hogy a peptidhez kapcsolt antiszensz oligonukleotid (mely az ErbB2 génjére volt 
specifikus) bejutott a sejtbe, de ebben a publikációban nincs arra vonatkozó adat, hogy maga a 
konjugátum is az ErbB2 receptoron keresztül jutott volna be. Ennek ellenére nem is zárható ki 
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ez a tény, mivel Shadidi és munkatársai arról számolnak be, hogy a peptid nem köt dik 
normál sejtekhez, csak tumorsejtekhez, amelyeken ennek a receptornak az expressziója 
emelkedett. 
HL-60 és HepG2 sejteken csupán azért végeztük el az in vitro citosztatikus hatás 
meghatározását, hogy összehasonlíthassuk a konjugátum hatását más oxim-kötést tartalmazó 
daunomicin konjugátumok hatásásval. Mindkét sejtvonalon egy nagyságrenddel hatékonyabb 
volt ez a konjugátum, mint az oxim-kötést tartalmazó oligoarginin konjugátumok, illetve 
MCF-7 sejteken a GnRH-III-tartalmú konjugátumokkal összevethet  hatása volt. 
Mivel ez a konjugátum hatásosnak bizonyult HL-60 sejteken, ezért az ezzel kezelt HL-
60 sejtek fehérjeexpressziós profiljának vizsgálatát is elvégeztük. A kezelési id  és 
koncentráció meghatározása után a sejteket 24 vagy 48 órán át kezeltük, majd fehérjét 
izoláltunk bel lük. A kezelést követ en izolált fehérjék elválasztása kétdimenziós 
gélelektroforézissel történt, majd a kapott gélképeket összehasonlítottuk. A kezelések hatására 
általában olyan fehérjék expressziója változott meg, amelyek tumoros jelátviteli 
folyamatokban vesznek részt (pl. Ran-specifikus GTPáz aktiváló fehérje, Rho GDP-
disszociáció inhibitor 2) vagy h sokk fehérjeként funkcionálnak (pl. HSP70). Metabolikus 
folyamatokban vagy azok szabályozásában résztvev  fehérjék (pl. foszfoglicerát 
dehidrogenáz, fruktóz-biszfoszfát aldoláz) expressziója is megváltozott a kezelések hatására. 
 
7.3 A GnRH-III-at tartalmazó daunomicin-konjugátumok 
 
Három daunomicin-GnRH-III konjugátum: a GnRH-III(Dau=Aoa), GnRH-
III(Dau=Aoa-GFLG) és a GnRH-III(Dau=Aoa-YRRL) in vitro citosztatikus hatásával és az 
ezekb l lizoszomális emésztést követ en felszabaduló metabolitok azonosításával 
foglalkoztam. Az in vitro citosztatikus hatást HT-29 humán vastagbél- és MCF-7 humán 
eml tumor sejtvonalakon határoztam meg. Mindhárom konjugátum jobban gátolta az MCF-7 
sejtek osztódását, mint a HT-29 sejtekét. MCF-7 sejteken jelent s különbséget nem láttunk a 
távtartó egységet nem tartalmazó GnRH-III(Dau=Aoa) és a másik két konjugátum hatásában, 
de HT-29 sejteken az YRRL távtartót tartalmazó konjugátum kevésbé volt hatásos, mint a 
GFLG-t tartalmazó vagy távtartó nélküli konjugátum. 
A távtartó egység beépítésével biztosítottunk a lizoszomális katepszin-B enzim számára 
hozzáférhet  hasítóhelyet, így várható, hogy a hatóanyag vagy az aktív metabolit felszabadul 
a konjugátumból. Lizoszomális emésztés hatására több helyen történt hasadás és vannak 
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olyan hasítóhelyek, amelyek megegyeznek a lizoszóma preparátummal és a katepszin-B-vel 
történ  emésztés esetén.138 
Dolgozatomban bemutattam a fenti három GnRH-konjugátum lizoszomális 
emésztésének körülményeit és a keletkez  metabolitokat. A GnRH-III(Dau=Aoa) konjugátum 
legkisebb daunomicin-tartalmú bomlásterméke a H–Lys(Dau=Aoa)–OH volt, az YRRL 
távtartót tartalmazó konjugátumból Dau=Aoa-Tyr-OH keletkezett, a GFLG távtartót 
tartalmazó konjugátumból pedig Dau=Aoa-Gly-OH szabadult fel az emésztés hatására. 
Megállapítottuk, hogy a metabolitok a DNS-hez közel azonos mértékben köt dtek, de az 
YRRL távtartót tartalmazó konjugátumból felszabaduló Dau=Aoa-Tyr-OH gyengébb 
köt dést mutatott. 
 
7.4 A pemetrexed-konjugátumok 
 
Oktaarginint és/vagy IELLQAR peptidet kapcsoltunk pemetrexedhez és meghatároztuk 
a konjugátumok in vitro citosztatikus hatását NCI-H358 és HL-60 sejtvonalakon. Nem 
tapasztaltunk különbséget a konjugátumok hatásában a két sejtvonalon, de a pemetrexed 
dimetilészter-származéka jobban hatott HL-60 sejteken, mint NCI-H358-on. A konjugátumok 
utóbbi sejtvonalon sokkal hatásosabbak voltak, mint a Pem(OMe)2, ami alátámasztja azt az 
adatot, hogy a pemetrexed szabad α-karboxilcsoportja szükséges a hatás kifejtéséhez. A 
konjugátumok hatását tekintve nem találtunk szignifikáns különbségeket, bár kis mértékben 








A daunomicin és a pemetrexed különböz  daganatos betegségek gyógyítására 
alkalmazott kemoterápiás szerek. A szelektivitás hiánya miatt azonban mindkét esetben a 
kezelések súlyos mellékhatásokkal járnak. A szelektivitás növelhet  a hatóanyag peptidekhez 
történ  konjugálásával. Kutatásaimhoz négy különböz  peptidet választottam daunomicinnel, 
illetve pemetrexeddel történ  kovalens kötés kialakítása céljából. Ezek: különböz  tagszámú 
oligoarginin peptidek, gonadotropin-releasing hormon-III (GnRH-III), LTVSPWY tumor-
specifikus peptid és IELLQAR E-szelektin köt  oligopeptid. 
Az oligoarginint tartalmazó daunomicin konjugátumok esetén meghatároztuk az 
oligoargininben lév  arginin egységek számának, illetve az oligoarginin és a daunomicin 
közti kötés típusának in vitro citosztatikus hatásra és sejtbejutásra gyakorolt hatását. Azt 
találtuk, hogy az oligoarginin egység hossza, a hatóanyag és az oligoarginin közti kötés 
típusa, valamint a sejt típusa is befolyásolja a konjugátum in vitro citosztatikus hatását és 
sejtbejutását. 
A GnRH-konjugátumok esetén azt vizsgáltuk, hogy a GnRH-III és a daunomicin közé 
beépített távtartó egység (GFLG vagy YRRL) hogyan befolyásolja az in vitro citosztatikus 
hatást. A távtartót tartalmazó és nem tartalmazó daunomicin-GnRH-III konjugátumok esetén 
nem találtunk jelent s hatásbeli különbséget. Azonosítottuk a lizoszomális emésztés hatására 
keletkez  bomlástermékeket, majd azok DNS-hez történ  köt désének mértékét. 
Doktori munkám során el állítottam, illetve kémiailag jellemeztem a Dau=Aoa-
LTVSPWY-NH2 konjugátumot. Ezt követ en pedig meghatároztam in vitro citosztatikus 
hatását és sejtbejutását és azt találtam, hogy ez a konjugátum mind sejtbejutás, mind 
citosztatikus hatás szempontjából egyike a leghatékonyabb daunomicin-konjugátumoknak. 
Meg kívántam határozni azokat a fehérjéket, amelyek expressziója a daunomicinnel, 
illetve két hatékony daunomicin-konjugátummal történ  kezelés hatására megváltozik. Ezért 
összehasonlítottam a kezeletlen, illetve kezelt HL-60 humán leukémia sejtek expressziós 
profilját 2D-gélelektroforézissel és nano-LC-MS/MS módszerrel.  
Meghatároztam a pemetrexed-peptid konjugátumok in vitro citosztatikus hatását és az 
IELLQAR peptidet tartalmazó konjugátum kis mértékben hatásosabbnak bizonyult, mint az 





Daunomycin and pemetrexed are chemotherapeutic agents used in cancer chemotherapy. 
However, due to the lack of selectivity, these compounds have many severe side-effects. One 
approach to increase the selectivity could be presented by the conjugation of the drug to 
oligopeptides. In the present work, four different peptides were selected for conjugation to 
daunomycin and/or pemetrexed. These are oligoarginine peptides with different number of 
arginine residues, gonadotropin-releasing hormone-III (GnRH-III), LTVSPWY tumor-
specific peptide and IELLQAR E-selectin binding peptide. 
In case of daunomycin-oligoarginine conjugates, we found that the length of 
oligoarginine and the type of the covalent bond between daunomycin and oligoarginine as 
well as the type of tumor cell line influence the cellular uptake and in vitro cytostatic effect. It 
was found that these structural features of the conjugates, as well as the tested cancer cells, 
influenced the cellular uptake properties and in vitro cytostatic effect of the conjugates. 
In case of GnRH-III-conjugates, the effect of two different spacers (GFLG ro YRRL) 
between daunomycin and GnRH was studied. We observed that conjugates with or without 
spacer had almost the same in vitro cytostatic effect. Metabolites produced after lysosomal 
degradation of GnRH-containing daunomycin conjugates were also identified, prepared and 
their DNA-binding properties were evaluated. 
Dau=Aoa-LTVSPWY-NH2 conjugate was synthesized, characterized and in vitro 
cytostatic effect and cellular uptake properties were determined. This conjugate was found to 
be one of the most efficient daunomycin-conjugates. 
It was also important to identify the proteins differentially expressed after treatment with 
the most effective daunomycin-conjugates. Therefore, proteomical analysis of non-treated and 
treated HL-60 human leukemia cells was carried out by two-dimensional gel electrophoresis 
combined with nano-LC-MS/MS. 
In vitro cytostatic effect of pemetrexed-containing conjugates was also determined. We 
found that IELLQAR-containing conjugates were slightly more effective compared to 










 NCI-H358 HepG2 HL-60 HT-29 MCF-7 SK-BR-3 
Daunomicin 0,32±0,01 0,66±0,21 0,05±0,03 1,01±0,05 0,18±0,09 3,64±0,52 
Dau=Aoa-R4-NH2   22,98±3,28 2,07±0,94       
Dau=Aoa -R6-NH2   22,87±1,93 3,03±0,23      
Dau=Aoa -R8-NH2   27,11±1,00 5,57±0,48       
Dau-négyszögsav-R4-
NH2   60,75±1,34 12,50±4,35       
Dau-négyszögsav-R6-
NH2   28,42±0,00 5,20±1,38       
Dau-négyszögsav-R8-
NH2   57,77±0,00 15,49±0,04       
Dau-hidrazon-R4-NH2   0,31±0,07 2,04±0,39       
Dau-hidrazon-R6-NH2   6,62±2,47 8,41±0,07       
Dau-hidrazon-R8-NH2   4,74±1,27 2,59±1,04       
Dau-Suc-R4-NH2   >100 30,24±4,78       
Dau-Suc-R6-NH2   >100 8,33±0,18       
Dau-Suc-R8-NH2   86,03±0,77 5,48±0,38       
Dau=Aoa- 
LTVSPWY-NH2   3,07±0,02 0,53±0,12   7,42±0,50 37,9±2,83 
GnRH-III 
(Dau=Aoa-GFLG)      19,40±3,11 3,90±1,18   
GnRH-III 
(Dau=Aoa-YRRL)        28,61±5,50 1,81±0,05   
GnRH-III(Dau=Aoa)       14,24±3,15 2,19±1,18   
Pemetrexed 1,05±0,66   0,55±0,16       
H-
IELLQARGGC(Pem)-
NH2 3,53±1,36   2,17±0,71       
H-
IELLQARGGC(Pem)-
GGR8-NH2 1,93±1,08   2,64±0,59       
H-R8GGC(Pem)-NH2 7,70±2,38   6,24±1,07       
Pem(OMe)2 87,34±21,93   9,44±5,06       
       
 
Függelék-1. táblázat: In vitro citosztatikus hatás: a táblázatban szerepl  számok μM-ban 
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